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Abkürzungsverzeichnis 
A7r5 glatte Muskelzelllinie aus der thorakalen Aorta der Ratte 
ADP Adenosindiphosphat 
AT1AR Angiotensin II AT1A-Rezeptor 
ATP Adenosintriphosphat 
BRET Bioluminiszenz-Resonanz-Energietransfer 
BSA bovines Serumalbumin 
C- Carboxyl- 
[Ca2+]i freie zytosolische Calciumionenkonzentration 
cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat 
Cav spannungsgesteuerter L-Typ Calciumkanal 
cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
cmH2O cm Wassersäule 




EGFP  „enhanced green fluorescent protein“, grün fluoreszierendes  
  Protein 
ETAR Endothelin-A-Rezeptor 
EYFP „enhanced yellow fluorescent protein“, gelb fluoreszierendes  
 Protein 
F Farad 
FCS fötales Kälberserum 
FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer 
GDP Guanosindiphosphat 
gp aus dem Meerschweinchen 
GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor 
GTP Guanosintriphosphat 
h human 
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H1R Histamin-1-Rezeptor 
HEK293 „human embrionic kidney cells“, Zelllinie aus humanen, embryo- 
 nalen Nierenzellen 
IP Inositolphosphat 
IP3 Inositol-1,4,5-trisphosphat 
IRES „internal ribosome entry site” 
M molar 
m aus der Maus 
M5R muskarinischer M5-Rezeptor 
MLCK „myosin light chain kinase“, Myosin-leichte-Ketten-Kinase 
mmHg mm Quecksilbersäule 
mRNA „messenger RNA“, Boten-RNA 
N Newton 
N- Amino- 




pIRES2-EGFP bicistronisches Vektorplasmid, das für EGFP kodiert 
PLC Phospholipase C 
r aus der Ratte 
RNA Ribonukleinsäure 
ROC „receptor-operated channel”, rezeptorgesteuerter Kanal 
S Siemens 
SERCA “smooth endoplasmatic reticulum calcium ATPase” 
siRNA „small interfering” Ribonukleinsäure 
SOC „store-operated channel”, speichergesteuerter Kanal 
SR sarkoplasmatisches Retikulum 
TRP „transient receptor potential channel” 
TRPC/M/V „transient receptor potential canonical/melastatin/vanilloid channel“ 
V Volt 
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1 Einleitung 
Die glatte Muskulatur regelt die Organfunktion des Organismus, während die querge-
streifte Skelettmuskulatur in erster Linie der Lokomotion dient. Insbesondere sind Hohl-
organe wie Blutgefäße, Blase, Uterus, Lunge und der Gastrointestinaltrakt mit glatter 
Muskulatur ausgestattet, die dazu dient, den Tonus dieser Organe zu regulieren. 
Hierfür gibt es zwei Paradebeispiele: die Magen-Darm-Peristaltik sowie die Blutdruck-
regulation. Der Blutdruck wird sowohl durch das Herzzeitvolumen als auch durch den 
peripheren Gefäßwiderstand bestimmt. Der periphere Gefäßwiderstand wird durch die 
Arteriolen und die terminalen Arterien bestimmt und kann durch das Hagen-
Poiseuille’sche Gesetz beschrieben werden. Der Gefäßwiderstand ist hierbei umge-
kehrt proportional zum Gesamtradius der parallel geschalteten Arteriolen in der vierten 
Potenz. Diese Gefäßradien werden durch den Kontraktionszustand der glatten Musku-
latur in der Arterien- bzw. Arteriolenwand eingestellt. 
Ein durch Fehlregulationen verstärkter Kontraktionszustand der glatten Gefäßmus-
kelzellen führt zu einem erhöhten Gefäßtonus und somit zu einem Blutdruckanstieg, 
der pathophysiologische Konsequenzen haben kann wie Arteriosklerose, Angina 
pectoris und koronare Herzkrankheit. Diese kardiovaskulären Erkrankungen stellen die 
häufigste Todesursache in der westlichen Welt dar. Daher ist es wichtig, die Mechanis-
men zur Regulation der Gefäßkontraktilität zu verstehen, um neue therapeutische An-
sätze zur Bekämpfung dieser Krankheiten zu finden. 
1.1 Calciumregulation in glatten Muskelzellen 
Freie zytosolische Calciumionen sind wichtige intrazelluläre Botenstoffe in glatten 
Muskelzellen und steuern deren Kontraktion. Die zytosolische Konzentration von frei-
em Calcium beträgt im Ruhezustand ca. 10 bis 100 nM. Im Vergleich dazu erreichen 
die Konzentrationen außerhalb der Zellen oder in den intrazellulären Calciumspeichern 
wie dem endo- bzw. sarkoplasmatischen Retikulum oder den Mitochondrien 1,8 bis 
2 mM. Der niedrige intrazelluläre Calciumspiegel wird durch plasmamembranäre 
Natrium-Calciumaustauscher oder unter Aufwand von Energie aufrechterhalten, so-
wohl über plasmamembranäre Calciumpumpen (Calcium-ATPasen), die Calcium in 
den Extrazellulärraum pumpen als auch über sarkoplasmatische Calciumpumpen 
(SERCA), die Calcium aus dem Zytosol in intrazelluläre Speicher transportieren sowie 
über cytoplasmatisch vorliegende calciumbindende Proteine.  
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Ein Anstieg der freien zytosolischen Calciumionenkonzentration im Bereich von 0,3 
bis 1 µM ist ausreichend für eine glattmuskuläre Zellkontraktion. Dieser Calciumanstieg 
wird verursacht durch eine Calciumfreisetzung aus dem sarkoplamatischen Retikulum 
und durch einen Calciumeinstrom über die Zellmembran. In glatten Muskelzellen 
erfolgt der Calciumanstieg hauptsächlich über den Calciumeinstrom durch spannungs-
abhängige Calciumkanäle. Dieser Calciumanstieg schaltet die Kontraktionsmaschinerie 
an, indem die Calmodulin-Proteine von jeweils bis zu vier Calciumionen gebunden 
werden, die dann als Calcium-Calmodulin-Komplexe die Myosin-leichte-Ketten-Kina-
sen („myosin light chain kinase“) aktivieren, die die leichten Ketten am Myosinkopf 
phosphorylieren. Dadurch werden die Myosinköpfe aktiviert und interagieren mit den 
Aktinfilamenten, worauf es nach der Gleitfilament-Theorie zur Verkürzung der glatten 
Muskelzelle kommt. 
1.2 Calciumfreisetzung in glatten Muskelzellen 
Obwohl der Anteil der freigesetzten Calciumionen an dem Calciumanstieg gering ist, 
besitzt die Signalkaskade, die zur Freisetzung führt, eine Schlüsselfunktion für den 
Calciumeinstrom. Die Signalkaskade beginnt mit Rezeptoren in der Zellmembran, die 
die Phospholipase C (PLC) aktivieren (Abbildung 1.1). Dazu gehören Tyrosinkinase-
rezeptoren, die die PLC-Isoform γ aktivieren, und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, 
die die PLC-Isoform β aktivieren. Die aktivierte PLC spaltet Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP2) in die beiden intrazellulären Botenstoffe Inositol-1,4,5-trisphosphat 
(IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP3 bindet an IP3-Rezeptoren, die als ligandenoperierte 
Calciumkanäle fungieren, in der Membran des sarkoplasmatischen Retikulums und 
führt dort zur Calciumfreisetzung. Das freigesetzte DAG kann in der Zelle verschiedene 
Effektorsysteme anschalten. Einerseits stimuliert es bekannterweise die Proteinkinase 
C, andererseits kann es direkt unselektive Kationenkanäle in der Plasmamembran akti-
vieren, wie z.B. die „transient receptor potential canonical“(TRPC)-Kanäle. Diese 
Kanäle leiten Natrium- und Calciumionen, wobei die Calciumselektivität gering ist. Vor 
allem die Natriumpermeation führt in erster Linie zu einer Membrandepolarisation, die 
die Offenwahrscheinlichkeit der spannungsabhängigen Calciumkanäle (Cav) erhöht, so 
dass vermehrt Calcium einströmt und die Kontraktionsmaschinerie anschaltet. Die 
TRPC-Kanäle triggern somit die Cav-Kanäle (Gudermann et al., 2004).  













Abbildung 1.1: Regulation der intrazellulären Calciumkonzentration in glatten Muskelzellen. Gq/11-
Protein-gekoppelte Rezeptoren wie muskarinische Acetylcholinrezeptoren (m3R) und α1-Adrenozeptoren 
(α1R) aktivieren die Phospholipase C-β (PLC β), die Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in die 
beiden intrazellulären Botenstoffe Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und in Diacylglycerol (DAG) spaltet. IP3 
bindet an IP3-Rezeptoren an der Membran des sakoplasmatischen Retikulums (SR), die als Calcium-
kanäle fungieren und eine Calciumfreisetzung aus dem SR bewirken. Der zweite intrazelluläre Botenstoff 
DAG kann direkt membranständige TRPC („transient receptor potential canonical“)-Kanäle aktivieren, so 
dass ein Natrium- und Calciumeinstrom ausgelöst wird, der eine Membrandepolarisation verursachen 
kann. Diese Membrandepolarisation erhöht die Offenwahrscheinlichkeit spannungsabhängiger Calcium-
kanäle (Cavs), so dass ein massiver Calciumeinstrom stattfindet und somit die Kontraktionsmaschinerie 
der glatten Muskelzellen in Gang gesetzt wird. Weitere Kanäle wie die calciumaktivierbaren Chloridkanäle, 
spielen eine Rolle für die Stabilisierung der Membrandepolarisation. Außerdem werden durch den Cal-
ciumanstieg BKCa-Kanäle (calciumaktivierbare „Big“ Kalium-Kanäle) aktiviert, die zur Repolarisation der 
Zelle beitragen (Thorneloe und Nelson, 2005). Um die niedrige freie zytosolische Calciumkonzentration 
von ca. 100 nM wiederherzustellen, muss Calcium aus dem Zytosol herausgepumpt werden. Dies ge-
schieht sowohl durch die plasmamembranären Natrium-Calciumaustauscher, als auch unter Energie-
verbrauch durch die „smooth endoplasmatic reticulum calcium ATPasen“ (SERCA), die Calcium wieder in 
das SR zurückpumpen, und durch die plasmamembranären Calcium-ATPasen, die Calciumionen nach 
außen transportieren.  
1.3 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) werden codiert von einer der größten 
Genfamilien mit mehr als tausend Genen (Bockaert und Pin, 1999). Die gemeinsamen 
Strukturmerkmale der GPCRs sind sieben Transmembrandomänen mit extrazellulärem 
N- und intrazellulärem C-Terminus. Ihre natürlichen Agonisten sind strukturell sehr 
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Peptidhormone und viele mehr (Civelli, 2005; Vassilatis et al., 2003). Mit Hilfe von 
GPCRs sind Sinneszellen in der Lage, extrazelluläre Stimuli zu perzipieren, so dass 
Licht-, Geruchs- und Geschmacksreize transduziert, transformiert und prozessiert 
werden können. Alle GPCRs haben die Fähigkeit, heterotrimere Guanosintriphosphat 
(GTP)-hydrolysierende Proteine, sprich G-Proteine, an ihrer intrazellulären Seite zu 
binden. Diese Proteine bestehen die aus einer α-Untereinheit, die GTP bindet und 
hydrolysiert und aus einem Komplex aus je einer β- und γ-Untereinheit (Hamm, 1998; 
Wettschureck und Offermanns, 2005). 
In Abwesenheit eines Agonisten befindet sich der G-Protein-gekoppelte Rezeptor 
im nicht-aktiven Konformationszustand, bei dem der heterotrimere G-Proteinkomplex 
mit Guanosindiphosphat (GDP) an der intrazellulären Seite des Rezeptors gebunden 
ist. Nach Bindung eines Agonisten katalysiert der Rezeptor den Austausch von GDP 
durch GTP an der α-Untereinheit im heterotrimeren G-Proteinkomplex, der anschlie-
ßend in die G-Protein-α-GTP- und in die G-Protein-βγ-Untereinheit dissoziiert oder sich 
nur umgruppiert (Bunemann et al., 2003). Diese beiden Untereinheiten können jeweils 
unabhängig verschiedene intrazelluläre Effektorsysteme aktivieren. 
Der aktive und der nicht-aktive Konformationszustand der Rezeptoren liegen in 
einem thermodynamischen Gleichgewichtszustand vor, d.h. dass agonistenungebun-
dene Rezeptoren G-Proteine aktivieren können. Diese G-Proteinaktivierung in Abwe-
senheit eines Agonisten wird als basale Rezeptoraktivität bezeichnet. Nur inverse Ago-
nisten haben das Potential, die basale Rezeptoraktivität vollständig zu unterdrücken. 
Antagonisten beeinflussen diese Basalaktivität nicht, sondern können nur durch die 
Verdrängung von Agonisten Rezeptoraktivierungen verhindern. 
1.3.1 Isoformen der G-Protein-α-Untereinheiten 
Von den heterotrimeren G-Proteinen sind verschiedene Isoformen bekannt. Die 
ubiquitär vorkommenden α-Untereinheiten werden in vier Familien eingeteilt: Gs, Gi/o, 
Gq/11 und G12/13. 
1. Durch Aktivierung der G-Protein-αs-Untereinheit wird die Adenylylzyklase akti-
viert und dadurch wird die Produktion von zyklischem Adenosinmonophosphat 
(cAMP) gesteigert. Der intrazelluläre cAMP-Anstieg bewirkt eine Aktivierung 
von cAMP-abhängigen Proteinkinasen, z.B. vom Typ A (PKAs). Die PKAs 
phosphorylieren Serine oder Threonine von weiteren Effektorproteinen. In der 
glatten Muskulatur wird Gs-abhängig die Myosin-leichte-Ketten-Kinase phos-
phoryliert, wodurch die Sensitivität der Kontraktionsmaschinerie für Calcium 
verringert wird, was in einer Muskelzellrelaxation mündet. 
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2. Eine Aktivierung der Gi/o-Proteine führt im Gegensatz dazu zur Inhibierung der 
Adenylylzyklase und dadurch zu einer Muskelzellkontraktion. Gi/o-Proteine sind 
sensitiv gegenüber Pertussistoxin, einem von Bordetella pertussis produzierten 
Toxin mit einer Adenosindiphosphat (ADP)-Ribosyltransferase-Aktivität (Locht 
und Antoine, 1995). Die Übertragung einer ADP-Ribosegruppe auf ein C-
terminales Cystein der αi-Untereinheit bewirkt, dass sich die G-Protein-αi-
Untereinheit nicht mehr an den Rezeptor binden kann. Somit ist der Rezeptor 
vom G-Protein entkoppelt. 
3. Die dritte ubiquitär vorkommende Familie beinhaltet die Gq/11-Proteine. Diese 
Proteine aktivieren über ihre α-Untereinheit die PLC-β. Dabei werden wie in 
Kapitel 1.2 genauer beschrieben, aus PIP2 die intrazellulären Botenstoffe IP3 
und DAG gebildet, die eine calciumabhängige Muskelzellkontraktion bewirken. 
4. Die vierte Familie der G12/13-Proteine aktiviert die GTPase RhoA, die zur Ras-
Superfamilie der kleinen GTP-bindenden Proteine gehört. Zu den Effektoren 
der RhoA gehören die Rho-abhängigen Proteinkinasen, bestehend aus Rho-
Kinase und Proteinkinase N, die beide bei der Regulation des Aktin-Zyto-
skeletts eine Rolle spielen (Leung et al., 1995). Die Rho-Kinase phosphoryliert 
eine regulatorische Untereinheit der Myosin-Phosphatase, woraus eine Aktin-
Myosin-Interaktion und damit eine Muskelzellkontraktion resultiert. Daneben 
wirkt die Rho-Kinase über Phosphorylierung der leichten Kette auf das Myosin 
selbst, was wiederum zu einer verstärkten Aktin-Myosin-Interaktion führt, so 
dass es zu einer calciumunabhängigen verspäteten und lang anhaltenden 
Konstriktion der glatten Muskulatur kommt (Hersch et al., 2004). 
1.3.2 Die Rolle von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren im Gefäß 
Im Gefäßsystem können GPCRs sowohl vasokonstriktorisch als auch vasodilatatorisch 
wirken (Wettschureck und Offermanns, 2005). Hierbei unterscheidet man zwischen 
einer direkten Vasokonstriktion und einer direkten und indirekten Vasodilatation. In 
Abbildung 1.2 ist die Beteiligung der GPCRs an der Regulation des Gefäßtonus 
schematisch dargestellt. 
Die direkte Vasokonstriktion erfolgt meistens über Gq/11-gekoppelte Rezeptoren wie 
Angiotensin II AT1 (AT1)-, Endothelin-1 (ETA)-, Histamin (H1)-, Vasopressin (V1A)-, 
Serotonin (5-HT2A)-Rezeptoren und α1-Adrenozeptoren in glatten Muskelzellen über 
ihre endogenen Agonisten (Eguchi et al., 1996; Gohla et al., 2000; Guimaraes und 
Moura, 2001; Maguire und Davenport, 2005; Yu et al., 1996). So bewirkten folgende 
Agonisten eine Vasokonstriktion (Davenport, 2002): das in der glatten Muskulatur 
gebildete Oktapeptid Angiotensin II, das vom Endothel abgegebene Endothelin-1, das 
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aus Mastzellen sekretierte Histamin, das aus dem Hypophysenhinterlappen inkretierte 
Vasopressin, das aus Blutplättchen freigesetzte Serotonin und das aus sympathischen 
Nervenfasern ausgeschüttete Noradrenalin. Eine Vielzahl von weiteren endogenen 
Substanzen wie Eicosanoide, Nukleotide und Nukleoside können ebenfalls als Ago-
nisten für GPCRs in glatten Gefäßmuskelzellen vasokonstriktorisch wirken (Fleming et 
al., 1996). 
In vitro können die meisten Gq/11-gekoppelten, vasokonstriktorisch wirkenden 
Rezeptoren auch G12/13-Proteine binden und aktivieren. Hierzu zählen die ETA-, AT1-, 
V1-, Thrombin (PAR1)- und Thromboxan (A2)-Rezeptoren (Gohla et al., 2000; Hersch 
et al., 2004; Majumdar et al., 1999; Offermanns et al., 1996; Offermanns et al., 1994). 
Während die Gq/11-Proteinaktivierung eine kurze und transiente Vasokonstriktion 
vermittelt, führt die Aktivierung der G12/13-Proteine zu einer langsamen und tonischen 
Vasokonstriktion (Hersch et al., 2004). Zurzeit ist es noch nicht klar, welchen Anteil 
jeweils die Gq/11-calciumvermittelten als auch die calciumunabhängigen G12/13-RhoA-
vermittelten Signaltransduktionen am Gefäßtonus haben. 
Gi/o-gekoppelte Rezeptoren, die die Adenylylzyklase inhibieren, haben ebenfalls 
einen direkten vasokonstriktorischen Effekt auf die glatte Gefäßmuskulatur über eine 
Enthemmung der Myosin-leichte-Ketten-Kinase, die die Kontraktionsmaschinerie direkt 
anschaltet. Studien an Rattenschwanzarterien zeigten, dass Pertussistoxin die nor-
adrenalininduzierte Gefäßkonstriktion inhibieren konnte (Petitcolin et al., 2001; 
Spitzbarth-Regrigny et al., 2000). Die Gi/o-induzierte Vasokonstriktion wird unter 
anderem durch die α2A-, α2B-, α2C-, 5-HT1B- und ETB-Rezeptoren in den Gefäßmuskel-
zellen vermittelt. 
Die direkte Vasodilatation erfolgt in erster Linie über Gs-gekoppelte Rezeptoren in 
den glatten Gefäßmuskelzellen. Diese Rezeptoren aktivieren die Adenylylzyklase und 
verursachen somit einen Anstieg der cAMP-Konzentration. Dadurch wird die Myosin-
leichte-Ketten-Kinase gehemmt und kann die Kontraktionsmaschinerie nicht anschal-
ten, so dass schließlich Gefäßdilatationen erfolgen, die unter anderem durch folgende 
Rezeptoren vermittelt werden: 5-HT7-, H2-, Dopamin (D1)-, V2-Rezeptoren und β1- und 
β2-Adrenozeptoren. Vasopressin, das in erster Linie als starker Vasokonstriktor an 
Gq/11-gekoppelten V1-Rezeptoren bekannt ist, kann demzufolge über Gs-gekoppelte V2-
Rezeptoren vasodilatatorisch wirken (Beech, 2005). 
Während die GPCRs in der Gefäßmuskelwand für die direkte Vasokonstriktion und 
-dilatation verantwortlich sind, bewirken die endothelialen GPCRs eine indirekte Vaso-
dilatation. Das Endothel besitzt die Fähigkeit, drei vasodilatatorisch wirkende Substan-
zen zu produzieren, nämlich Stickstoffmonoxid (NO), „Endothelium-derived hyper-
polarising factor“ (EDHF) und Prostacyclin (PGI2) (Triggle et al., 2003). Diese drei 
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Substanzen werden vom Endothel freigesetzt entweder aufgrund von Blutfluss 
bedingten Scherkräften an der Endothelzellwand oder durch Agonistenstimulationen 
über die folgenden GPCRs: α2A-, β2-, β3-, H1-, ETB-, V1- und V2-Rezeptoren. Stimu-
lationen mit einem Agonisten können im Blutgefäß sowohl vasodilatatorisch als auch 
vasokonstriktorisch wirken (Davenport, 2002), wie z.B. Endothelin-1, das sowohl ETB-











Abbildung 1.2: Regulation des Gefäßtonus durch heterotrimere G-Proteine in glatten Gefäßmuskel-
zellen (nach Wettschureck und Offermanns, 2005). Gq/11-gekoppelte Rezeptoren erhöhen PLC-abhäng-
ig die intrazelluläre Calciumkonzentration, was zu einer Ca2+/Calmodulin (CaM)-abhängigen Aktivierung 
der Myosin-leichte-Ketten-Kinase (MLCK) und zur Phosphorylierung der leichten Kette am Myosinkopf 
(MLC20) führt, wodurch die Kontraktionsmaschinerie angeschaltet wird und zu einer Gefäßkonstriktion 
führt. Die Familie der G12/13-gekoppelten Rezeptoren vermittelt eine RhoA-Aktivierung, die eine calciumun-
abhängige, langsame Konstriktion der glatten Gefäßmuskulatur bewirkt. Die Aktivierung der Gs-gekoppel-
ten Rezeptoren induziert eine cAMP-vermittelte Gefäßdilatation durch Hemmung der MLCK. Gi-gekoppelte 
Rezeptoren verursachen vermutlich durch die Enthemmung der MLCK eine Gefäßkonstriktion. Weitere 
Abkürzungen: cGKI: cGMP-abhängige Proteinkinase I, DAG: Diacylglycerol, IP3: Inositol-1,4,5-
trisphosphate, L-Typ: spannungsgesteuerter L-Typ Calciumkanal, MPP: Myosinphosphatase, PIP2: 
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat, PKA: cAMP-abhängige Kinase, PLC β: Phospholipase C-β, 
RhoGEF: Rho-spezifischer Guaninnukleotid-Austauschfaktor, ROCK: Rho-Kinase, TRP: „Transient 
receptor potential“-Kanal 
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Abschließend muss bemerkt werden, dass Fehlfunktionen von GPCRs viele Krank-
heiten auslösen, was sich in der Tatsache widerspiegelt, dass die Hälfte aller derzeit 
erhältlichen Arzneistoffe die Funktion von GPCRs beeinflusst. Paradebeispiele hierfür 
sind die inversen AT1-Rezeptoragonisten, die α1-Rezeptorantagonisten und die β-
Rezeptorantagonisten, die als Antihypertensiva eingesetzt werden. Andere Antihyper-
tensiva verhindern eine Rezeptoraktivierung, indem sie die Agonistenbildung spezifisch 
inhibieren, wie die sehr häufig verordneten „angiotensin II converting enzyme“ (ACE)-
Hemmer. 
Neben den allgemein bekannten GPCRs existiert noch eine Vielzahl weiterer 
kürzlich charakterisierter GPCRs, die durch stark vasokonstrikorisch wirkende Sub-
stanzen wie Apelin, Motilin, Neuromedin U, Sphingosin-1-Phosphat und Urotensin-II 
oder durch vasodilatatorisch wirkende Substanzen wie Ghrelin und Nociceptin aktiviert 
werden können (Maguire und Davenport, 2005). Außerdem gibt es im kardiovaskulären 
System noch GPCRs, deren spezifische endogene Agonisten bisher nicht identifiziert 
wurden. Diese als „orphan receptors“ (Civelli et al., 2006) bezeichneten Rezeptoren 
und ihre endogenen Agonisten könnten in Zukunft als weitere Zielstrukturen für die 
Entwicklung neuer gefäßaktiver Arzneistoffe dienen. 
1.4 TRP-Kanäle 
Die Identifizierung der molekularen Korrelate des Calciumeinstroms begann in den 
achtziger Jahren des letzten Jahrhunderts mit spannungsabhängigen Calciumkanälen 
(Cav) und den ligandengesteuerten Kationenkanälen. Letztere sind auch bekannt als 
ionotrope Rezeptoren wie z.B. die NMDA-Typ-Glutamat-, die 5-HT3- und die P2x-
purinergen Rezeptoren. Erst ab Mitte der neunziger Jahre wurde die molekulare 
Identität der calciumpermeablen Kationenkanäle entdeckt, die nach Aktivierung von 
GPCRs oder Rezeptortyrosinkinasen einen Calciumeinstrom bewirken.  
1.4.1 Identifizierung und Charakterisierung der TRP-Superfamilie 
Die Identifizierung dieser Kationenkanäle gelang erst durch die molekulare 
Charakterisierung der Drosophila melanogaster „transient receptor potential“ (trp)-
Mutante (Cosens und Manning, 1969). Diese Mutante fiel phänotypisch durch ein 
verändertes Elektroretinogramm auf. Im Gegensatz zu nicht mutierten Fruchtfliegen 
führt ein kontinuierlich andauernder Lichtreiz zu einem transient verlaufenden statt 
einem persistierenden Rezeptorpotential im Elektroretinogramm, was mit dem Fehlen 
eines anhaltenden Calciumeinstroms in den Lichtsinneszellen korreliert werden konnte. 
Diese Mutanten waren infolgedessen blind. Die genetische Charakterisierung dieser 
trp-Mutante führte zur Identifizierung des TRP-Gens, das eine porenbildende Unter-
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einheit eines nicht selektiven calciumpermeablen Kationenkanals in der Zellmembran 
der Lichtsinneszellen codiert. Diese Kanäle zeichnen sich besonders durch ihre PLC-
abhängige Aktivierbarkeit aus und können nicht nur homotetramere Kanäle, sondern 
auch heterotetramere Kanäle mit weiteren porenbildenden, trp-ähnlichen Unterein-
heiten (TRPL und TRPγ) bilden (Montell, 2001).  
Mittels Sequenzhomologievergleiche wurden weitere TRP-Gene in anderen 
Spezies identifiziert. Bei der Klasse der Säugetiere umfasst die TRP-Genfamilie 
mittlerweile 28 Mitglieder, die sich in sechs Unterfamilien einteilen lassen. Die 
Unterfamilie der klassischen TRP-Kanäle (TRPC, „classic“ oder „canonical“ TRP) 
umfasst sieben TRP-Gene, die der Vanilloid-Rezeptor-ähnlichen TRP-Kanäle (TRPV, 
„vanilloid“ TRP) sechs Gene, die der Melastatin-ähnlichen TRP-Kanäle (TRPM, 
„melastatin“ TRP) acht Gene und die der ANKTM1-Kanäle (TRPA, „ankyrin-repeat“ 
TRP) nur ein Gen (Montell et al., 2002b). Die Unterfamilie der polycystischen 
Nierenerkrankungsproteine (PKD, TRPP; „polycystic kidney disease proteins“) umfasst 
drei TRP-Gene und die der Mucolipine (TRPML) ebenfalls drei Gene (Clapham et al., 
2001a; Nilius et al., 2007; Pedersen et al., 2005; Venkatachalam und Montell, 2007) 
(Abbildung 1.3). 
 
Abbildung 1.3: Phylogenetischer Stammbaum der Säuger-TRP-Familien (nach Montell et al., 2002). 
Die phylogenetische Analyse der konservierten Regionen der TRP-Superfamilie ist dargestellt. Die TRP-
Superfamilie umfasst die drei großen Genfamilien der TRPM (melastatin)-, der TRPC (classical)- und der 
TRPV (vanilloid receptor)-Kanäle. Dazu kommen die Genfamilien der ANKTM1-Kanäle (auch als TRPA 
bezeichnet), der Mucolipine (TRPML) und der polycystischen Nierenerkrankungsproteine (TRPP). 
Insgesamt umfasst die TRP-Superfamilie bei Säugetieren somit sechs Genfamilien mit 28 Mitgliedern.  
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1.4.2 Die Struktur der TRP-Kanäle 
Die Analyse der Primärstruktur von TRP-Kanälen zeigt als strukturelle Gemeinsamkeit 
aller TRP-Kanäle einen Aufbau aus jeweils sechs Transmembransequenzen mit einer 
Porenregion zwischen der 5. und 6. Transmembrandomäne und intrazellulärem N- und 
C-Terminus. Diese Primärstruktur befindet sich in Analogie zu bekannten Ionenkanälen 
wie den spannungsgesteuerten Kaliumkanälen und den durch Hyperpolarisation 
und/oder cyclische Nukleotide gesteuerten Kanälen (CNG, „cyclic nucleotide gated 
channels“; HCN, „hyperpolarization activated cyclic nucleotide gated channels“). Die 
kompletten Sequenzhomologien zwischen einzelnen TRP-Mitgliedern können in 
einigen Fällen bei nur 20% liegen. Dennoch besitzen sie gemeinsame, regional 
konservierte Aminosäuresequenzen mit deutlich höheren Sequenzhomologien. 
Innerhalb der zytoplasmatischen N-Termini von Proteinen der TRPA-, TRPC- und 
TRPV-Unterfamilien liegen z.B. sich wiederholende Ankyrinbindungssequenzen. Die 
Proteine der TRPC- und TRPM-Unterfamilie weisen außerdem auffällige prolinreiche 
Aminosäuresequenzen direkt hinter der fünften Transmembrandomäne auf (Clapham 
et al., 2001b). Ein weiteres besonderes Merkmal der TRP-Proteine ist die C-terminal 
direkt hinter der sechsten Transmembrandomäne liegende TRP-Domäne mit einer 
Länge von 25 Aminosäuren, die die hoch konservierte Aminosäuresequenz EWKFAR 
(im Einbuchstabencode) beinhaltet, die sogenannte TRP-Box, deren Funktion 
allerdings bisher noch nicht entschlüsselt ist. Erst kürzlich konnte eine Funktion der 
TRP-Domäne anhand des TRPM8-Kanals als eine PIP2-Interaktionsstelle beschrieben 
werden (Rohacs et al., 2005). Die hoch konservierten TRP-Domänen sind nur in den 
Unterfamilien der TRPC- und TRPM-Kanäle zu finden (Clapham et al., 2005; Clapham 
et al., 2003; Montell et al., 2002a). 
Neben den erwähnten Sequenzhomologien besitzen die TRP-Proteine das 
Heteromultimerisierungspotential als weiteres gemeinsames Merkmal (Hellwig et al., 
2005; Hofmann et al., 2002; Schaefer, 2005; Strübing et al., 2003). 
Höchstwahrscheinlich bilden vier TRP-Proteine einen funktionellen Kanal.  
1.4.3 Funktionelle Eigenschaften der TRP-Kanäle 
Die TRP-Kanäle sind sowohl für monovalente als auch für divalente Kationen 
permeabel. Sie sind somit nicht-selektiv mit einem Permeabilitätsquotienten von 
PCa/PNa ≤ 10. Ausnahmen bilden TRPM4- und TRPM5-Kanäle, die ausschließlich für 
monovalente Kationen und TRPV5- und TRPV6-Kanäle, die nur für divalente 
Calciumionen durchlässig sind mit einem Permeabilitätsquotienten von PCa/PNa > 100. 
Die TRP-Kanäle zeigen im Gegensatz zu spannungsabhängigen Calcium- und 
Natriumkanälen keine ausgeprägte Spannungsabhängigkeit (Clapham et al., 2001b). 
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Bei TRPM4- und TRPM5-Kanälen konnte jedoch durch Spannungsänderungen ein 
modulierender Effekt auf die Offenwahrscheinlichkeit der Kanäle beschrieben werden 
(Hofmann et al., 2003; Nilius et al., 2003). Ebenfalls konnte eine schwache 
Spannungsabhängigkeit bei den TRPC3/6/7-Kanälen und bei den TRPC4/5-Kanälen in 
unserer Arbeitsgruppe beobachtet werden. 
1.4.4 Die physiologische Funktion von TRP-Kanälen 
Die physiologische Rolle der TRPC-Kanäle ist zurzeit noch umstritten. Ursprünglich 
wurde postuliert, dass die TRPC-Kanäle einen Calciumeinstrom nach Entleerung der 
intrazellulären Calciumspeicher bewirken, der die Funktion hat, diese Calciumspeicher 
wiederaufzufüllen (Putney, 1977; Putney und McKay, 1999). Die Wiederauffüllfunktion 
gilt heute als spekulativ, da schon einfache rechnerische Überlegungen offenbaren, 
dass der Calciumeinstrom über TRPC-Kanäle hierfür nicht ausreichend groß ist. 
Mittlerweile hat der Natriumeinstrom für die Funktion der TRPC-Kanäle an Bedeutung 
gewonnen, da er groß genug ist, um eine Membrandepolarisation hervorzurufen. Durch 
diese Membrandepolarisation triggern die TRPC-Kanäle wahrscheinlich spannungs-
abhängige Calciumkanäle in erregbaren Zellen. Zudem kann die physiologische Rolle 
erst dann geklärt werden, wenn der genaue Aktivierungsmechanismus der TRPC-
Kanäle bekannt ist. Zurzeit werden zwei generelle Aktivierungsmechanismen für die 
TRPC-Kanäle kontrovers diskutiert. Zum einen wird der sogenannte rezeptor-
gesteuerte Aktivierungsmechanismus über „receptor-operated channels“ (ROCs) 
erwogen. Er beginnt mit der Stimulation von Gq/11-gekoppelten Rezeptoren oder 
Rezeptortyrosinkinasen, wodurch PLC β oder PLC γ aktiviert werden, die jeweils PIP2 
in die beiden Botenstoffe IP3 und DAG spalten. DAG kann dabei direkt - ohne Protein-
kinase C-Beteiligung - die Mitglieder der TRPC3/6/7-Kanalunterfamilie aktivieren 
(Hofmann et al., 1999). Zum anderen wird der oft beschriebene speichergesteuerte 
Aktivierungsmechanismus über „store-operated channels“ (SOCs) in Erwägung 
gezogen. Dieser beginnt mit der Entleerung intrazellulärer Calciumspeicher wie dem 
endo- bzw. sarkoplasmatischen Retikulum und den Mitochondrien, und aktiviert dann 
die TPRC-Kanäle auf einem noch nicht geklärten Weg. Bis heute werden drei 
verschiedene Wege für die Aktivierung von speichergesteuerten Kanälen (SOCs) 
diskutiert. So beruht ein Weg auf der Freisetzung eines noch nicht identifizierten 
Botenstoffs namens „calcium influx factor“ aus dem sarkoplasmatischen Retikulum, der 
entweder direkt SOCs aktivieren kann oder indirekt zur Aktivierung von 
calciumunabhängigen Phospholipasen A2 (iPLA2) führt, die Lysophospholipide 
freisetzen, welche anschließend SOCs aktivieren (Smani et al., 2004). Der zweite Weg 
führt über eine Konformationsänderung der Freisetzungskanäle wie z. B. die 
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intrazellulären ionotropen IP3-Rezeptoren im Skelettmuskel. Diese Konformations-
änderung bewirkt wiederum eine Konformationsänderung des SOC in seine aktive 
Kanalkonfiguration Dieser Weg setzt also eine direkte Protein-Protein-Kopplung 
zwischen SOC und IP3-Rezeptor voraus (Berridge, 1997; Irvine, 1992). Der dritte Weg 
beruht auf der Vorstellung, dass die SOCs direkt unterhalb der Plasmamembran in 
sehr kleinen zytoplasmatischen Vesikeln vorliegen. Eine Calciumfreisetzung führt 
hierbei zu einer Verschmelzung dieser Vesikel mit der Plasmamembran, wodurch 
SOCs in die Plasmamembran eingebaut werden, die dann speichergesteuert fungieren 
(Patterson et al., 1999; Yao et al., 1999). Erste Indizien für diesen dritten Weg konnten 
bei TRPC5- und TRPC6-Kanälen gefunden werden (Bezzerides et al., 2004; Cayouette 
et al., 2004). Ob sie stichhaltig genug sind, wird sich in Zukunft zeigen. Des Weiteren 
sind die klassischen Protokolle zur Speicherentleerung generell kritisch zu betrachten, 
da bei den intrazellulären Calciumkonzentrationsmessungen keinerlei Informationen 
über das Membranpotential vorhanden sind (Nilius, 2004). 
1.4.4.1 Die molekulare Identität der SOCs 
Neben den oben beschriebenen TRPC-Kanälen als potentielle molekulare Korrelate für 
den SOC werden weitere Kanäle diskutiert. In T-Lymphozyten ist ein speicher-
gesteuerter, hoch calciumselektiver Kanal charakterisiert worden, der einen als 
„calcium release-activated current“ (ICRAC) bezeichneten Strom hervorruft (Hoth und 
Penner, 1992). Seine molekulare Identität ist bis heute nicht eindeutig geklärt (Nilius et 
al., 2007). Ob und welche TRPC-Proteine daran beteiligt sind, ist ebenfalls noch unklar 
(Clapham, 2003). Kürzlich wurden zwei Proteine identifiziert, die vermutlich am SOC-
Einstrom beteiligt sind: „stromal interaction molecule“ (STIM-1), das als Calciumsensor 
im endoplasmatischen Retikulum fungieren könnte (Roos et al., 2005; Spassova et al., 
2006b; Zhang et al., 2005) und Orai, das eventuell eine Untereinheit des CRAC-Kanals 
darstellt (Feske et al., 2006; Soboloff et al., 2006; Vig et al., 2006). Es bleibt 
abzuwarten, ob TRPC-Kanäle hierbei ebenfalls eine Rolle spielen. Erste Indizien für 
eine Beteiligung von TRPC-Kanälen an SOCs können die beobachteten Interaktionen 
zwischen TRPC1 und STIM-1 sein (Huang et al., 2006; Liu et al., 2007; Lopez et al., 
2006). Zusammenfassend lässt sich sagen, dass bisher weder der Aktivierungs-
mechanismus der TRPC-Kanäle noch ihre physiologische Rolle hinreichend aufgeklärt 
werden konnten. 
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1.4.5 Die Rolle der TRPC-Kanäle in der glatten Muskulatur 
Wie bereits beschrieben, spielen die mit den Drosphila-TRPs am nächsten verwandten 
Kanäle der TRPC-Unterfamilie, die basierend auf ihrer Aminosäuresequenz-Homologie 
in vier Untergruppen unterteilt werden, nämlich TRPC1, TRPC2, TRPC3/6/7 und 
TRPC4/5 (Clapham et al., 2001b; Harteneck et al., 2000; Montell, 2001), 
wahrscheinlich für die Aktivierung der spannungsgesteuerten Calciumkanäle in der 
glatten Muskulatur eine wichtige Rolle (Dietrich et al., 2005a). Außerdem konnte bei 
den Kanälen TRPC1, -3, -4, -5 und -6 eine Beteiligung an kontraktilen und pro-
liferativen Vorgängen in der Gefäßmuskulatur festgestellt werden (Beech, 2005), die 
bedeutend sein könnte für kardiovaskuläre Erkrankungen. 
TRPC1-Proteine werden ubiquitär exprimiert (Zhu, 1995) und konnten in der glatten 
Gefäßmuskulatur auf mRNA- und Proteinebene nachgewiesen werden (Yip et al., 
2004). Das TRPC1-Gen war das erste klonierte TRP-Gen der Säugetiere (Wes et al., 
1995; Zhu, 1995). Die proliferative Funktion der TRPC1-Proteine konnte mittels 
Antisense-Oligonukleotiden in kultivierten glatten Muskelzellen aus Pulmonalarterien 
verifiziert werden (Sweeney et al., 2002). Zudem konnte mittels eines blockierenden 
Antikörpers gegen TRPC1-Proteine, der an die äußere Porenregion bindet, an Arterien 
aus dem Rattenschwanz eine Beteiligung von TRPC1-Proteinen an der Endothelin 
induzierten Gefäßkonstriktion beobachtet werden (Bergdahl et al., 2003). Darüber 
hinaus führte eine Überexpression von TRPC1-Proteinen in Pulmonalarterien nach 
Speicherentleerung zu einer Gefäßkonstriktion (Kunichika et al., 2004). Somit könnte 
das TRPC1-Protein ein Kandidat für den SOC in glatten Gefäßmuskelzellen sein 
(Sweeney et al., 2002; Xu und Beech, 2001). Jedoch konnte in der glatten Gefäß-
muskulatur von TRPC1-gendefizienten Mäusen keine Beteiligung des TRPC1 am 
SOC-Einstrom beobachtet werden (Dietrich et al., 2007). Leider ist bis heute nicht 
ausreichend geklärt, ob TRPC1-Proteine funktionelle homomere Kanäle bilden können 
und in welcher Stöchiometrie sie mit anderen TRPC-Proteinen heteromultimerisieren. 
Gut charakterisierte Einblicke in das Heteromultimerisierungspotential von TRPC1-
Proteinen finden sich in drei Arbeiten (Hofmann et al., 2002; Strübing et al., 2001; 
Strübing et al., 2003). 
Für die TRPC4- und TRPC5-Kanäle, die außer in der glatten Gefäßmuskulatur 
(Beech et al., 2004) vor allem im Gehirn exprimiert werden (Venkatachalam und 
Montell, 2007), sind sowohl rezeptorgesteuerte bzw. PLC-abhängige (Schaefer et al., 
2000) als auch speichergesteuerte Aktivierungsmechanismen beschrieben. Letztere 
konnten mittels siRNA gegen TRPC4-mRNA in kultivierten glatten Muskelzellen aus 
Pulmonalarterien bestätigt werden (Zhang et al., 2004). Auch Antisense-DNA-Studien 
an mesangialen Zellen bestätigten eine Beteiligung des TRPC4 am SOC-Einstrom 
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(Wang et al., 2004). Darüber hinaus spielen TRPC4-Proteine eine wichtige Rolle in der 
Endothel-vermittelten indirekten Vasodilatation, was an TRPC4-gendefizienten Mäusen 
beobachtet werden konnte (Freichel et al., 2001).  
Ebenfalls können heterolog exprimierte TRPC5-Kanäle speichergesteuert aktiviert 
werden (Beech, 2005; Zeng et al., 2004). Außerdem konnte mittels eines TRPC5-
Antikörpers in glatten Muskelzellen aus Arteriolen in der Pia mater von Ratten der 
SOC-Einstrom unterdrückt werden (Xu et al., 2006a). Dieser Kationenstrom wies sogar 
ähnliche Strom-Spannungs-Charakteristika auf wie der Kationenstrom bei heterologer 
Expression von TRPC1/5-Kanalkomplexen (Xu et al., 2006b). 
Zwei weitere in der glatten Gefäßmuskulatur exprimierte TRPC-Kanäle stellen die 
TRPC3- und TRPC6-Kanäle dar, die eine Sequenzhomologie von 74% aufweisen und 
untereinander heterotetramere Kanäle bilden können (Hofmann et al., 2002). Der 
Aktivierungsmechanismus von TRPC6 ist wahrscheinlich rezeptorgesteuert und PLC-
abhängig, ohne Beteiligung von Proteinkinase C (Boulay et al., 1997; Hofmann et al., 
1999; Ma et al., 2000; Venkatachalam et al., 2001; Zhang und Saffen, 2001), während 
der des TRPC3 sowohl als rezeptor- (Hurst et al., 1998; Patterson et al., 2005) als 
auch als speichergesteuert (Kiselyov et al., 1998; Tang et al., 2001; Zhang et al., 2001; 
Zhu et al., 1996) diskutiert wird. Möglicherweise beeinflusst der zelluläre 
Expressionslevel von TRPC3-Proteinen die Art der Aktivierung (Putney, 2004). 
TRPC3-Proteine werden außer in der glatten Gefäßmuskulatur vorwiegend im Gehirn 
exprimiert (Zhu et al., 1996). Das TRPC3-Gen war das zweite klonierte Gen aus der 
TRPC-Unterfamilie (Zhu et al., 1996). Außerdem besitzen TRPC3-Kanäle eine starke 
konstitutive Kanalaktivität (Zitt et al., 1997), die sich in einer geringeren Glykosylierung 
begründet (Dietrich et al., 2003). Die Rolle von TRPC3 in Blutgefäßen ist bisher 
rudimentär untersucht, scheint aber grundlegend zu sein, denn in Pulmonalarterien von 
Patienten mit einer idiopathischen pulmonalarteriellen Hypertonie konnten erhöhte 
TRPC3-Expressionslevel diagnostiziert werden (Yu et al., 2004). Außerdem konnte in 
Cerebralarterien mittels Antisense-Oligonukleotiden gegen TRPC3-mRNA eine Uridin-
5’-triphosphat induzierte Membrandepolarisation mit anschließender Vasokonstriktion 
unterdrückt werden (Reading et al., 2005). Allerdings hatte diese Unterdrückung jedoch 
keinen Einfluss auf die myogene Gefäßkonstriktion. 
Während ursprünglich der TRPC6 aus dem Gehirn von Mäusen kloniert wurde 
(Boulay et al., 1997), ist sein humanes Homologon aus der Plazenta gewonnen 
(Hofmann et al., 1999). TRPC6-Proteine werden außer in der glatten Gefäßmuskulatur 
auch im Gehirn, in der Lunge und in der Niere exprimiert. Obwohl TRPC6-Kanäle als 
direkt DAG-sensitive Kanäle allgemein akzeptiert sind, ist eine mögliche DAG-
Bindungsstelle bisher noch nicht identifiziert worden. Außer DAG kann offenbar auch 
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der Arachidonsäuremetabolit 20-Hydroxyeicosatetraensäure TRPC6-Kanäle aktivieren 
(Basora et al., 2003). Zudem konnten die zurzeit noch als spezifische TRPC5-
Aktivatoren geltenden Lysophosphatidylcholine (Flemming et al., 2006) ebenfalls 
TRPC6-Kanäle aktivieren (unveröffentlichtes Ergebnis). TRPC6-Proteine spielen 
vermutlich ebenso wie die TRPC3-Kanäle eine wichtige Rolle in der glatten 
Gefäßmuskulatur, denn Untersuchungen mit Hilfe von TRPC6-Antisense-
Oligonukleotiden ergaben, dass TRPC6-Kanäle die α1-Adrenozeptor-aktivierten, 
unselektiven Kationenströme vermitteln (Inoue et al., 2001). Außerdem wurden 
TRPC6-Kanäle in der glatten A7r5-Muskelzelllinie aus thorakaler Rattenaorta als 
rezeptorgesteuerte Kationenkanäle identifiziert, die über den Vasopressin (V1)-
Rezeptor aktivierbar waren (Jung et al., 2002). Darüber hinaus besitzen die TRPC6-
Kanäle eine essentielle Funktion für die myogene Gefäßkonstriktion, denn eine 
Unterdrückung der TRPC6-Expression in isolierten Gehirnarterien mittels Antisense-
Oligonukleotiden verminderte die myogene Vasokonstriktion stark (Welsh et al., 2002). 
Im Gegensatz dazu zeigte sich bei der Charakterisierung von TRPC6-gendefizienten 
Mäusen - entgegen aller Erwartungen - keine verminderte myogene Vasokonstriktion, 
sondern eine verstärkte Kontraktionskraft von Aortenringen und ein erhöhter 
systemischer Blutdruck (Dietrich et al., 2005b). Sogar das Einsetzen des myogenen 
Gefäßtonus war zu niedrigeren intravaskulären Drücken hin verschoben. Dennoch 
untermauern diese Befunde die distinktive Funktion der TRPC6-Kanäle in der glatten 
Gefäßmuskulatur. Des weiteren konnten ebenfalls - wie bei TRPC3 - Überexpression-
en von TRPC6-Proteinen bei Patienten mit einer idiopathischen pulmonalarteriellen 
Hypertonie festgestellt werden (Yu et al., 2004). Diese Überexpressionen führten zu 
einer gesteigerten Zellproliferation und einer damit verbundenen Erhöhung des 
Gefäßtonus (Yu et al., 2003). Zudem konnten TRPC6-Überexpressionen in 
Pulmonalarterien von Ratten bestimmt werden, die eine pulmonale Hypertonie durch 
chronische Hypoxie hatten (Lin et al., 2004). In diesen Zellen wurde sogar ein erhöhter 
OAG-induzierter Kationeneinstrom beobachtet, der eventuell ein Indiz für eine 
Beteiligung von TRPC6-Kanälen ist. Außerdem spielt der TRPC6 eine entscheidende 
Rolle für die durch Hypoxie ausgelöste, akute pulmonale Vasokonstriktion, was in 
glatten Muskelzellen aus Pulmonalarterien von TRPC6-/--Mäusen gezeigt werden 
konnte (Weissmann et al., 2006). 
Das nahe verwandte TRPC7-Gen aus der DAG-sensitiven TRPC3/6/7-Kanalunter-
familie konnte ebenso wie das TRPC6-Gen als erstes aus dem Gehirn von Mäusen 
kloniert werden (Okada et al., 1999). TRPC7-Kanäle sind hauptsächlich rezeptor-
gesteuert aktivierbar, was z.B. in Keratinozyten gezeigt werden konnte (Beck et al., 
2006). Es gibt jedoch auch Hinweise auf einen speichergesteuerten Aktivierungs-
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mechanismus (Lievremont et al., 2004). Kürzlich wurde der TRPC7 in einer B-Lympho-
zyten-Zelllinie als DAG-sensitiver Kationenkanal identifiziert, dessen Aktivierung IP3-
Rezeptor-abhängig war (Vazquez et al., 2006), was auf einen Zusammenhang 
zwischen speicher- und rezeptorgesteuerter Aktivierung hindeutet. Auch die Unter-
drückung der DAG-induzierten TRPC7-Ströme durch Thapsigargin, einem Inhibitior der 
„smooth endoplasmatic reticulum calcium ATPasen“ (SERCA), könnte darauf hin-
weisen (Lemonnier et al., 2006). Im Gegensatz zu TRPC6-Kanälen weisen die TRPC7-
Kanäle eine ähnliche konstitutive Kanalaktivität auf wie TRPC3-Kanäle (Okada et al., 
1999). TRPC7-Proteine werden hauptsächlich in der Lunge, im Herzen und im Auge 
exprimiert (Okada et al., 1999). Allerdings werden TRPC7-Kanäle, im Gegensatz zu 
TRPC3 und -6, vermutlich nicht in der glatten Gefäßmuskulatur exprimiert, was auf 
mRNA- und Proteinebene in humanen Aorten und Gehirnarterien (Yip et al., 2004) 
nachgewiesen werden konnte. Außerdem zeigten die meisten Arbeiten keine TRPC7-
Expression in A7r5-Zellen aus thorakaler Rattenaorta (Jung et al., 2002; Moneer et al., 
2005; Soboloff et al., 2005) mit Ausnahme von einer kürzlich erschienenen Arbeit 
(Maruyama et al., 2006). Im Gegensatz zu glatten Muskelzellen konnte jedoch in 
Endothelzellen eine TRPC7-Expression auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden (Yip 
et al., 2004), so dass eine kardiovaskuläre Funktion postuliert werden kann. Die 
genaue physiologische Rolle der TRPC7-Kanäle ist jedoch noch weitgehend unklar.  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die beschriebenen TRPC-Kanäle eine 
wichtige Rolle in der Kontraktion und Proliferation von glatten Gefäßmuskelzellen 
spielen, die bei Fehlregulation unerwünschte kardiovaskuläre Folgen haben könnten. 
Möglicherweise stellen daher diese Kanäle im kardiovaskulären System neue Ziel-
strukturen für Arzneimittel dar. 
1.5 Myogener Gefäßtonus 
Der Bayliss-Effekt ist eine nach dem britischen Physiologen William Maddock Bayliss 
(*1860, †1924) benannte Konstriktionsreaktion von Blutgefäßen (Bayliss, 1902). Es 
handelt sich hierbei um eine lokale Regulation des Blutkreislaufes - eine Auto-
regulation - die zur Konstanthaltung der Durchblutung eines Organs bzw. Gewebes 
dient. Ändert sich durch eine Blutdruckerhöhung die Wanddehnung einer kleinen 
Arterie oder Arteriole, so wird dies von einer Kontraktion der glatten Gefäßmuskelzellen 
beantwortet. Dadurch verringert sich der Gefäßradius und der Strömungswiderstand in 
diesem Blutgefäßabschnitt steigt (Hagen-Poiseuillesches Gesetz), so dass im nach-
folgenden kapillären Gefäßbett der Blutfluß und der kapilläre Filtrationsdruck konstant 
bleiben. Bei einem Nachlassen des intravasalen Drucks geht die Gefäßmuskulatur 
wieder auf ihren ursprünglichen „basalen“ Gefäßtonus zurück. Auf diese Weise kann 
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auch bei stark schwankendem Blutdruck - beim Menschen im Bereich zwischen ca. 
120 und 200 mmHg - eine konstante Durchblutung von Organen und Geweben 
aufrechterhalten werden. Somit schützt der Bayliss-Effekt das nachfolgende Kapillar-
bett vor einer Schädigung, die durch eine zu große Blutmenge im Kapillarbett zustande 
käme. Diese Art der Kreislaufregulation arbeitet völlig unabhängig von einer 
vegetativen Innervation der Blutgefäße. Das bedeutet, dass auch bei einer Durch-
trennung der das Gefäß versorgenden Nerven der Bayliss-Effekt erhalten bleibt. Bei 
einer Gabe von Papaverin, einem Spasmolytikum, kann der Effekt über eine Lähmung 
der glatten Gefäßmuskelzellen aufgehoben werden. Der Bayliss-Effekt ist zum Beispiel 
in den kleinen Arterien und Arteriolen der Nieren, des Herzen, des Magen-Darm-Trakts 
und des Gehirns nachweisbar, jedoch nicht in kleinen Arterien und Arteriolen der Haut 
oder der Lungen (Johnson, 1989). Der Bayliss-Effekt ist vor allem in Gehirnarterien gut 
charakterisiert worden, denn folgende Vorteile sprechen für die dortige Untersuchung 
des Gefäßtonus: 
- Die Autoregulation ist im Gehirn sehr gut entwickelt. 
- Die Arteriolen sind besonders im Gehirn ziemlich kurz, so dass die Gehirn-
arterien einen ungewöhnlich hohen Anteil am Gefäßwiderstand von 40 bis 50% 
besitzen. 
- Die Gehirnarterien lassen sich besonders leicht vom umliegenden Gewebe 
befreien, da sie in der Pia mater, einem lockeren Bindegewebe, verlaufen. 
Es ist bekannt, dass die Konstriktion der Gefäßmuskulatur durch calcium- und 
calmodulinabhängige Phosphorylierung der regulierenden leichten Myosinkette vermit-
telt wird. Die distalen Schritte in der Signalkaskade der myogenen Gefäßkonstriktion 
sind bereits gut untersucht worden. Hingegen sind die proximalen Schritte und die 
Sensorik noch immer unklar. 
Alle für den myogenen Gefäßtonus erforderlichen Komponenten sind offenbar in 
glatten Muskelzellen der Gefäßwand und nicht im Endothel lokalisiert, da der Gefäß-
tonus durch eine Zerstörung des Endothels nicht beeinflusst wird (Bevan und Laher, 
1991). Als Mechanosensoren wurden bereits verschiedene Membranproteine und 
Enzyme in Betracht gezogen, wie die Phospholipasen A2 (Ko und McCulloch, 2000), 
die Phospholipasen C (Jarajapu und Knot, 2002; Narayanan et al., 1994; Osol et al., 
1993), die Tyrosinkinasen (Oishi et al., 1998) und die Integrine (Martinez-Lemus et al., 
2005; Waitkus-Edwards et al., 2002), da deren Aktivitäten durch Membrandehnung 
oder Zellschwellung gesteigert werden konnten.  
Andere Kandidaten für Mechanosensoren stellten die Membrandehnungs- bzw. 
mechanisch aktivierbaren Kanäle dar (Kalapesi et al., 2005), die in isolierten glatten 
Muskelzellen gefunden wurden (Davis et al., 1992; Ohya et al., 1998; Setoguchi et al., 
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1997; Wu und Davis, 2001). Allerdings wurde bisher ihre molekulare Struktur noch 
nicht ausreichend aufgeklärt. Außerdem ist noch nicht bekannt, ob diese Kanäle 
direkte Sensoren für Membrandehnung sind oder ob ihre Aktivierung eher einen 
distalen Schritt in der Signalkaskade darstellt. Während der letzten 10 Jahre konnte 
gezeigt werden, dass sehr unterschiedliche Ionenkanäle an der Regulation des 
myogenen Gefäßtonus beteiligt sind (Jackson, 2000), wie zum Beispiel die zell-
schwellungsaktivierten Chloridkanäle (Greenwood und Large, 1998; Yamazaki et al., 
1998) und die zellschwellungsaktivierten Kationenkanäle (Welsh et al., 2000).  
In den letzten fünf Jahren wurden zwei Kationenkanäle identifiziert, die eine 
Schlüsselrolle für die Ausbildung des myogenen Gefäßtonus spielen. So führte eine 
Unterdrückung der Expression von TRPC6- und TRPM4-Kanälen mittels Antisense-
Oligonukleotiden zu einer Reduktion der myogenen Gefäßkonstriktion (Earley et al., 
2004; Welsh et al., 2002). Darüber hinaus konnte für den TRPC6 indirekt eine 
Beteiligung an der myogenen Gefäßkonstriktion gezeigt werden, da der myogene 
Gefäßtonus von TRPC6-gendefizienten Mäusen bei niedrigeren intravaskulären 
Drücken einsetzte (Dietrich et al., 2005b), was sich wahrscheinlich in einer TRPC3-
Überexpression begründete. Unter physiologischen Bedingungen könnten sowohl 
TRPC6- als auch TRPM4-Kanalaktivierungen zu einer Membrandepolarisisation führen 
und dadurch die spannungsgesteuerten L-Typ Cav-Kanäle triggern. Die Erhöhung der 
Offenwahrscheinlichkeit dieser Cav-Kanäle könnte somit den für die Muskelzell-
kontraktion notwendigen Calciumeinstrom bewirken. 
Diese spannungsgesteuerten L-Typ Cav-Kanäle stellen sicherlich die wichtigsten 
Kanäle für den Calciumeinstrom in Gefäßmuskelzellen dar (Hughes, 1995). So konnte 
sich der myogene Gefäßtonus in Gefäßen von Mäusen, bei denen das L-Typ Cav-Gen 
in glatten Muskelzellen ausgeschaltet war, nicht mehr entwickeln (Moosmang et al., 
2003). Außerdem beeinflussten sowohl L-Typ Cav-spezifische Inhibitoren als auch 
Aktivatoren den myogenen Gefäßtonus (Wesselman et al., 1996). Somit stellen Cav-
Kanäle offenbar die wichtigsten Transduktionselemente im distalen Schritt der Signal-
kaskade dar. Spannungsgesteuerte T-Typ Calciumkanäle (Hughes, 1995; VanBavel et 
al., 1998) und intrazelluläre ryanodinsensitive Calciumkanäle (Tanaka et al., 1994; 
Watanabe et al., 1993) sind möglicherweise ebenfalls als Transduktionselemente von 
Bedeutung.  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass in den letzten 15 Jahren viele unter-
schiedliche Proteine, Enzyme und Ionenkanäle als Mechanosensoren oder –trans-
duktionselemente in Betracht gezogen wurden. Dabei ist es bisher noch nicht 
gelungen, die tatsächlichen Mechanosensoren zu identifizieren. 
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1.6 Zielsetzung der Arbeit 
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Untersuchung der physiologischen Rolle der 
TRPC6-Kanäle in der Gefäßmuskulatur. Folgende Aufgaben wurden gestellt: 
1. Die elektrophysiologische Charakterisierung von isolierten glatten Muskelzellen 
aus Gehirnarterien von TRPC6-gendefizienten Mäusen. 
2. Die Identifizierung des Mechanosensors in der Signaltransduktionskaskade der 
myogenen Gefäßkonstriktion. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Materialien 
2.1.1 Verbrauchsmaterialien 
Substanz                    Hersteller 
BAPTA (1,2-Bis(2-aminophenoxy)-ethan-N,N,N',N'-tetraessigsäure)  Sigma 
CaCl2                   Sigma 
CsCl                   Sigma 
Cäsiummethansulfonat              Sigma 
DMSO (Dimethylsulfoxid)             Sigma 
EDTA (Ethylendiamintetraacetat, Dinatriumsalz)       Sigma 
GdCl3                  Sigma 
HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsäure)    Sigma 
KCl                   Sigma 
LiCl                   Sigma 
MgCl2                  Sigma 
MnCl2                  Sigma 
NaCl                     Roth 
Na3GTP (Guanosine 5′-triphosphat Natriumsalz)        Calbiochem 
NMDG-Cl (N-Methyl-D-Glucamin Chlorid)         Sigma 
2.1.2 Reagenzien und Enzyme 
Substanz                    Hersteller 
BSA („bovine serum albumin“, Rinderserumalbumin)      Sigma 
Collagen-I-Lösung 10%              Sigma 
Collagenase H                Sigma 
Collagenase F                Sigma 
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Substanz                    Hersteller 
DTE (Dithioerythritol)              Sigma 
Fugene6® (Transfektionsreagenz)           Roche 
Fura-2-AM (Fura-2-acetoxymethylester)           Fluka 
nAB (neutralisierender Antikörper gegen Angiotensin II)     Cortex Biochem 
Papain                       Worthington 
Polylysin                  Sigma 
2.1.3 Agonisten und Pharmaka 
Substanz                    Hersteller 
AG1478                   Calbiochem 
Angiotensin II                Sigma 
Atropin                  Sigma 
Candesartan                     AstraZeneca 
Carbachol                 Sigma 
DIDS (4,4’-Diisothiocyanostilbene-2,2’-disulfonsäure)      Sigma 
Darusentan                   Knoll 
Endothelin-1                 Sigma 
GDP-β-S (Guanosin 5′-[β-thio]diphosphat Trilithiumsalz)      Calbiochem 
Genistein                  Sigma 
Histamin                  Sigma 
IP3 (D-myo-Inositol-1,4,5-trisphosphat)          Sigma 
Losartan                  Merck 
Nicardipin                  Sigma 
Nifluminsäure                 Sigma 
Nimodipin                  Sigma 
NPPB (5-Nitro-2-(3-phenylpropylamino)-benzosäure)      Sigma 
OAG (1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol)            Calbiochem 
PP2                    Calbiochem 
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  Substanz                     Hersteller 
PTX (Pertussistoxin)               Sigma 
SAG (1-Stearoyl-2-arachidonyl-sn-glycerol)          Calbiochem 
U73122                  Sigma 
U73343                  Sigma 
Vasopressin (Arg8-Vasopressin)            Sigma 
2.2 Methoden 
2.2.1 Zellkultur 
In der vorliegenden Arbeit wurden als heterologe Expressionssysteme drei verschie-
dene Zelllinien verwendet: die HEK293-Zelllinie - eine Zelllinie aus menschlichen 
embryonalen Nierenzellen („human embryonic kidney“) -, die COS-7-Zelllinie - eine 
Zelllinie aus dem Nierengewebe der Grünen Meerkatze Cercopithecus aethiops - und 
die A7r5-Zellinie - eine glatte Muskelzelllinie aus der embryonalen thorakalen Aorta von 
einer Ratte.  
Die HEK293-Zellen wurden mit dem Nährmedium, das als Earl’s minimal 
essentielles Medium bekannt ist (EMEM Earle, PAA laboratories, Linz, Österreich) in 
250 ml-Kulturflaschen (Sarstedt, Nürmbrecht, Deutschland) kultiviert. Zu diesem 
Nährmedium wurde 10% fetales Kälberserum (FCS, Gibco Invitrogen cell culture, 
USA), 100 U ml-1 Penicillin und 100 µg ml-1 Streptomycin (PAA laboratories, Linz, 
Österreich) zugesetzt. Die adhärenten Zellen wurden bei einer Konfluenz von 80 bis 
90% mit einer 0,02% EDTA-haltigen 0,05%igen Trypsinlösung (PAA laboratories Linz, 
Österreich) vom Flaschenboden abgelöst und in den Verdünnungen 1:10 und 1:20 auf 
zwei weitere 250 ml-Flaschen verteilt. Die Kultivierung der Zellen fand in einem 
Inkubationsschrank bei einer Temperatur von 37°C und einer CO2-Konzentration von 
5% statt. Transfektionen wurden in 33 mm-Kulturschälchen (Nunc Brand Products, 
Nalge Nunc International, Dänemark) mit zwei Tage zuvor ausgesäten 300.000 
HEK293-Zellen durchgeführt. 
Die Kultivierung der COS-7-Zelllinie erfolgte in ähnlicher Weise wie bei den 
HEK293-Zellen. Als Kulturmedium diente hier Dulbecco's modifiziertes Eagle-Medium 
(DMEM, mit 10 mM Glucose, PAA laboratories, Linz, Österreich) mit Zusätzen von 
FCS, Penicillin und Streptomycin in den oben genannten Konzentrationen. Ebenso wie 
bei HEK293-Zellen wurden zur Weiterkultivierung Zellsuspensions-Verdünnungen von 
1:10 und 1:20 hergestellt. Allerdings unterschied sich hier die Transfektion: nur 
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100.000 COS-7-Zellen pro Loch wurden in einer 12-Loch-Schale (Sarstedt, 
Nürmbrecht, Deutschland) ausgesät und schon 24 Stunden später entsprechend 
transfiziert. 
Die A7r5-Zelllinie wurde ebenso wie die COS-7-Zelllinie mit FCS-, Penicillin- und 
Streptomycin-haltigem DMEM kultiviert. Zur Weiterkultivierung eigneten sich 1:2 und 
1:5 Zellsuspensions-Verdünnungen. Die Inkubationstemperatur betrug wie üblich 37°C, 
die CO2-Konzentration lag allerdings bei 7%. Für Patch-Clamp-Experimente wurden 
jeweils 300.000 A7r5-Zellen in 33 mm-Kulturschälchen überführt, 24 Stunden später 
dort transfiziert und wieder 24 Stunden später gemessen.  
Für die elektrophysiologischen und fluorimetrischen Untersuchungen wurden die 
transfizierten und nicht transfizierten Zellen HEK293- oder A7r5-Zellen in den 33 mm-
Kulurschälchen mittels der EDTA-haltigen Trypsinlösung vom Boden abgelöst und 
durch An- und Absaugen über eine blaue Pipettenspitze vereinzelt. Je nach 
Transfektionsrate und Zelldichte wurde diese Zellsuspension auf drei bis zehn 
vorbereitete 33 mm-Kulturschälchen verteilt. Nach dem Umsetzen konnten die 
HEK293-Zellen frühestens eine Stunde und die A7r5-Zellen frühestens zehn Stunden 
später untersucht werden. 
2.2.2 Transfektionen 
Die Transfektionen der HEK293-, A7r5- und COS-7-Zellen erfolgten mit dem Trans-
fektionsmittel Fugene6® (Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland), eine 
Suspension aus liposomal vorliegenden polykationischen Lipiden. Hierzu wurde die 
jeweilige Menge des pcDNA-Konstruktes (in µg) mit serumfreiem Kulturmedium 
gemischt und mit der dreifachen Menge des Transfektionsreagenzes (in µl) nach 
Vorschrift des Herstellers versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 20 Minuten bei 
Raumtemperatur wurde das Gemisch aus pcDNA, Fugene6® und serumfreiem Medium 
auf die Zellen gegeben.  
Die eingesetzen pcDNA-Mengen betrugen bei HEK293-Zellen in der Regel 2 µg 
Kanal-pcDNA, 0,5 µg Rezeptor-pDNA und 0,1 µg pEGFP („enhanced green 
fluorescent protein“) oder 0,2 µg pEYFP („enhanced yellow fluorescent protein“). Die 
Kotransfektionen mit pEGFP und pEYFP, die für fluoreszierende Proteine kodieren, 
dienten der Identifizierung von transfizierten Zellen mit Hilfe der Fluoreszenz-
mikroskopie. Bei beiden Proteinen handelt es sich um Abwandlungen eines fluores-
zierenden Proteins aus der Qualle Aequorea victoria. Die fluorimetrischen Calcium-
messungen zur Bestimmung der Korrelation zwischen Rezeptordichte und 
intrazellulärer Calciumkonzentration wurden mit HEK293-Zellen durchgeführt, die direkt 
auf den Glasplättchen (Deckgläser 24 mm, Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutsch-
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land) mit unterschiedlichen Rezeptor-pcDNA-Mengen (0, 0,05, 0,1, 0,5, 1 und 2 µg) 
transfiziert waren. Als pcDNA-Konstrukt diente hier ein humaner, mit Venus (Venus ist 
ein stabiles EYFP)-fusionierter Angiotensin II AT1-Rezeptor (hAT1R-Venus). Die 
pcDNA-Gesamtmenge betrug jeweils 2 µg, d.h. die transfizierten Rezeptormengen 
wurden jeweils mit 2, 1,95, 1,9, 1,5, 1 und 0 µg pcDNA3.1-Leervektorplasmid ergänzt. 
Hingegen wurden die A7r5-Zellen mit dem biscistronischen Vektor pIRES2-EGFP 
(Clontech, Palo Alto, USA), in den ein Angiotensin II AT1-Rezeptor aus der Maus 
einkloniert war transfiziert (2 µg mAT1AR-IRES-EGFP), da die Transfektionseffizienz 
unter einem Promille war. Bei COS-7-Zellen wurde 1 µg Rezeptor-pcDNA zur 
Bestimmung der Inositolphosphatproduktion eingesetzt.  
Folgende Kanalprotein-kodierende pcDNA-Konstrukte wurden verwendet: humaner 
TRPC6 (hTRPC6), humaner TRPC3 (hTRPC3) und TRPC7 aus der Maus (mTRPC7). 
Bei allen Einzelkanalmessungen wurde das hTRPC6-Konstrukt (hTRPC6-IRES-EGFP) 
verwendet. Die pcDNA-Konstrukte, die für die Gq/11-Protein-gekoppelten Rezeptoren 
kodieren waren: Histamin-H1-Rezeptor aus dem Meerschweinchen (gpH1R), muskarin-
ischer M5-Rezeptor aus der Ratte (rM5R), humaner Endothelin-A-Rezeptor (hETAR-
myc), Vasopressin-V1A-Rezeptor aus der Ratte (rV1AR), Angiotensin II-AT1-Rezeptor 
aus der Maus und aus dem Menschen (mAT1AR, mAT1AR-IRES-EGFP und hAT1R-
Venus).  
2.2.3 Isolation von glatten Muskelzellen aus Gehirn- und Nierenarterien 
Für die elektrophysiologischen Untersuchungen der TRPC6-gendefizienten Mäuse 
wurden isolierte glatte Muskelzellen aus Gehirnarterien herangezogen. Zur Isolation 
glatter Muskelzellen wurde eine Maus mit Isofluran betäubt und durch Dislokation der 
Halswirbelsäule getötet. Nach Entnahme des Gehirns wurde dieses sofort in eiskalte, 
Hydrogencarbonat gepufferte, physiologische Salzlösung überführt. Diese Lösung 
hatte folgende Zusammensetzung: (in mM) 119 NaCl, 24 NaHCO3, 4,7 KCl, 1,2 
KH2PO4, 1,2 MgSO4, 1,6 CaCl2, 0,026 EDTA und 11 Glukose, mit einem pH-Wert 
von 7,6, der mit NaOH eingestellt wurde. Beim Begasen mit Carbogen (eine Mischung 
aus 95% O2 und 5% CO2) stellte sich der pH-Wert dieser Salzlösung auf 7,4 ein. 
Folgende Gehirnarterien wurden in chronologischer Reihenfolge unter dem 
Stereomikroskop (SZ-4045-CTV, Olympus, Hamburg, Deutschland) bei ca. zehnfacher 
Vergrößerung präpariert: Basilararterie (A. basilaris), mittlere Hirnschlagader (A. 
cerebri media), hintere Hirnschlagader (A. cerebri posterior) und obere Kleinhirn-
schlagader (A. cerebelli anterior/superior). Die freipräparierten Arterienstücke wurden 
sofort in ein 0,5 ml Reaktionsgefäß überführt, welches mit 500 µl eiskalter, calcium-
freier, 1‰ albuminhaltiger (A-6003, fettsäurefrei, Sigma, Taufkirchen, Deutschland) 
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Isolierlösung gefüllt war. Die Isolierlösung hatte folgende Zusammensetzung: (in mM) 
55 NaCl, 80 Natriumglutamat, 5,6 KCl, 2 MgCl2, 10 Glukose und 10 HEPES, mit einem 
pH-Wert von 7,3, der mit NaOH eingestellt wurde.  
Der enzymatische Verdau der isolierten Gefäßabschnitte erfolgte in zwei Schritten 
mit zwei unterschiedlichen Enzymlösungen. Die erste Enzymlösung hatte die gleiche 
Zusammensetzung wie die oben beschriebene albuminhaltige Isolierlösung, enthielt 
jedoch zusätzlich 0,6 mg ml-1 Papain (Worthington, Freehold, NJ, USA) und 1,0 mg ml-1 
Dithioerythritol (DTE, D-9680, Sigma, Taufkirchen, Deutschland). Die erste Enzym-
lösung wurde zur Aktivierung des Papains für zehn Minuten im Wasserbad bei 37°C 
vorinkubiert. Anschließend wurde vorsichtig die Isolierlösung von den Arterienstücken 
entfernt und sofort durch 500 µl der Papain-DTE-Lösung ersetzt. Eine Inkubation von 
22 Minuten bei 37°C im Wasserbad war von Nöten.  
Nach Entfernen dieser ersten Enzymlösung wurden die bereits leicht angedauten 
Arterienstücke mit 500 µl einer zweiten Enzymlösung überschichtet, die 0,6 mg ml-1 
Collagenase H, 1,0 mg ml-1 Collagenase F (C-8051 und C-7926, Sigma, Taufkirchen, 
Deutschland) und 1 µM CaCl2 enthielt. Der zweite enzymatische Verdau erfolgte 
ebenfalls im Wasserbad bei 37°C für 6,5 Minuten. Nach zwei Waschschritten mit 
jeweils 500 µl eiskalter, albuminhaltiger Isolierlösung und anschließender Zentri-
fugation bei 2000 Umdrehungen pro Minute für jeweils 60 Sekunden wurde der klare 
Überstand bis auf einen Rest von ca. 50 µl abgenommen. Diese 50 µl wurden durch 
mehrmaliges An- und Absaugen mit einer gelben, abgeschnittenen und feuerpolierten 
gelben Pipettenspitze, die einen Öffnungsdurchmesser von ca. 100 µm hatte, resus-
pendiert. Durch diesen Vorgang wurden die glatten Gefäßmuskelzellen trituriert. Die 
erhaltene Zellsuspension wurde auf Eis gelagert und konnte innerhalb von sechs 
Stunden für die elektrophysiologischen Untersuchungen verwendet werden. Vor der 
einzelnen elektrophysiologischen Messung wurden jeweils 5 bis 10 µl dieser Zellsus-
pension direkt in die mit Badlösung gefüllte Messkammer gegeben. Nach 10 bis 20 
Minuten bei Raumtemperatur (23°C) hefteten sich die glatten Gefäßmuskelzellen am 
Boden des 33 mm-Kulturschälchens an und konnten anschließend untersucht werden. 
Um Calciummessungen an kultivierten glatten Muskelzellen aus Nierenarteriolen 
durchzuführen, wurde eine enzymfreie Isolationsmethode herangezogen - die soge-
nannte Siebmethode (Endlich et al., 2000). Dazu wurden 10 bis 15 ca. 10 Tage alte 
Mäuse mit einer Isofluran-Narkose betäubt und anschließend dekapitiert, um die 
Nieren herauszupräparieren. Die Nieren wurden in einem 50 ml-Reaktionsgefäß 
(Sarstedt, Nürmbrecht, Deutschland) gesammelt, das 50 ml vorgewärmtes (37°C) 
Isolierungsmedium enthielt. Das Isolierungsmedium hatte folgende Zusammensetzung: 
DMEM (glukose- und glutamatfrei) und Hams F-12-Medium im Verhältnis 1:1 (fertige 
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Mischung von PAA laboratories, Linz, Österreich) mit einem Zusatz von 100 U ml-1 
Penicillin und 100 µg ml-1 Streptomycin (PAA laboratories, Linz, Österreich). 
Anschließend wurde unter einer mikrobiologischen Sicherheitswerkbank ein Turm aus 
drei Edelstahlsieben (10 cm Durchmesser, Retsch, Haan, Deutschland) mit 
unterschiedlicher Maschenweite in absteigender Reihenfolge aufgebaut: 450 µm, 
200 µm und 100 µm. Die einzelnen Siebe wurden zunächst mit 30 ml Beschichtungs-
medium (Isolierungsmedium und FCS im Verhältnis 1:1) benetzt. Danach wurden die 
vom Nierenmark befreiten Nieren auf das obere Sieb gegeben und mit dem 
gummierten Kolben einer 50 ml-Perfusorspritze (Braun, Melsungen, Deutschland) voll-
ständig zerrieben. Anschließend wurde mit 50 ml Isolierungsmedium der Siebturm 
gespült und das 100 µm-Sieb mit insgesamt 100 ml Isolierungsmedium gewaschen. 
Die Waschlösung wurde in zwei 50 ml-Reagenzgefäßen aufgefangen. Nach einer 
zehnminütigen Zentrifugation bei 1000 Umdrehungen pro Minute wurde der 
Zellrückstand in Wachtumsmedium (Isolierungsmedium mit Zusätzen von 5 µg ml-1 
Transferrin, 5 ng ml-1 Natriumselenit, 0,5 µg ml-1 Insulin, 2 mM L-Glutamin und 100 nM 
Hydrocortison, Sigma, Taufkirchen, Deutschland) aufgenommen und auf sechs bis 
zwölf Collagen-I (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) beschichteten 24 mm-Glas-
plättchen verteilt. Nach drei Tagen in Kultur bei 37°C und 7% CO2 waren bereits die 
ersten glatten Muskelzellkolonien zu sehen. Die fluorimetrischen Calciummessungen 
wurden nach vier bis sechs Kultivierungstagen durchgeführt. 
2.2.4 Fluorimetrische Calciummessungen und Manganquench 
Bei den fluorimetrischen Calciummessungen an hAT1R-Venus exprimierenden 
HEK293-Zellen und an den kurz kultivierten glatten Muskelzellen aus Nierenarteriolen 
wurden 100 einzelne HEK293-Zellen bzw. 15 bis 30 einzelne glatte Muskelzellen direkt 
auf den 24 mm-Glasplättchen gemessen. Bei allen weiteren fluorimetrischen Calcium-
messungen an HEK293-Zellen erfolgte ca. drei bis 20 Stunden vor der eigentlichen 
Messung ein Umsetzten der transient transfizierten bzw. nicht-transfizierten Zellen auf 
fünf bis sechs Glasplättchen.  
Unmittelbar vor den anstehenden Messungen wurden die HEK293- bzw. die glatten 
Muskelzellen aus Nierenarteriolen für ca. 30 Minuten im Brutschrank bei 37°C und 
einer CO2-Konzentration von 5% mit 5 µM Fura-2-acetoxymethylester (Fura-2-AM, 
Fluka, Taufkirchen, Deutschland) in HEPES-gepufferter, 1‰ albuminhaltiger Salz-
lösung folgender Zusammensetzung inkubiert: (in mM) 140 NaCl, 5 KCl, 1 MgCl2, 2 
CaCl2, 5 Glukose, 10 HEPES (mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt). Unter Raum-
temperaturbedingungen wurden die Zellen in einer speziell angefertigten Messkammer 
(Eigenbau) kontinuierlich superfundiert. Hierzu wurde eine Badlösung folgender 
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Zusammensetzung verwendet: (in mM) 110 NaCl, 5 KCl, 1 MgCl2, 2 CaCl2, 10 Glukose, 
10 HEPES, mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt und mit Mannitol auf 300 mOsm kg-1 
ergänzt. Die hypoosmolare Lösung besaß die gleiche Salzkonzentration, jedoch keinen 
Zusatz von Mannitol, so dass sich Osmolaritäten von 249 bis 253 mOsm kg-1 ergaben. 
Die Agonistenstimulationen wurden entweder mit 100 µM Histamin bzw. mit 100 µM 
Carbachol oder mit 100 nM Angiotensin II für 60 Sekunden durchgeführt.  
Bei den untersuchten HEK293-Zellen wurden sowohl oszillierende als auch solche 
Zellen ausgeschlossen, die zu Beginn des Experiments eine freie intrazelluläre 
Calciumionenkonzentration von mehr als 99 nM aufwiesen. Zur Messung der intra-
zellulären Calciumkonzentrationen diente ein inverses Fluoreszenzmikroskop 
(Olympus IX 70 mit einem Uapo/340 40x/1.35 Ölimmersionsobjektiv oder einem UPlan 
Apo20x/0,80 Ölimmersionsobjektiv), das mit einem Monochromator (Polychrome II, 
TILL-Photonics, Martinsried, Deutschland) ausgestattet war. Die Fluoreszenzen von 
Fura-2 und von EYFP wurden mit einer 12-bit CCD-Kamera (Imago, TILL-Photonics, 
Martinsried, Deutschland) aufgenommen bei Anregungswellenlängen von 340, 360, 
380 und 500 nm. Fura-2 wurde bei 500 nm nicht angeregt und die Beteiligung von 
EYFP an der Fluoreszenz bei 340 bis 380 nm war vernachlässigbar gering. Die 
intrazellulären Calciumkonzentrationen [Ca2+]i wurden nach folgender Formel 
berechnet:  
[Ca2+]i = Kd x (R-Rmin)/(Rmax-R) x F380min/F380max (Grynkiewicz et al., 1985) 
wobei R („ratio“) für das Verhältnis der Fluoreszenzintensitäten F(340 nm)/F(380 nm) 
bei der zu bestimmenden Calciumkonzentration steht. Rmin und Rmax stellen die Extrem-
bedingungen dar, die mit calciumfreier Lösung und bei Calciumsättigung ermittelt 
wurden. F380min und F380max stehen für die absoluten Fluoreszenzintensitäten bei 
380 nm unter den beiden Extrembedingungen. Die Dissoziationskonstante Kd von 
Fura-2 für Calciumionen beträgt 264 nM bei Raumtemperatur (22°C).  
Um den Calciumeinstrom von der Calciumfreisetzung aus den intrazellulären 
Calciumspeichern zu unterscheiden, wurden gleichzeitig Calciummessungen und 
sogenannte Manganquench-Experimente mit Manganionen-haltiger Badlösung 
durchgeführt. In der Regel erfolgten diese Messungen innerhalb von 48 bis 61 Stunden 
nach Abschluss der Transfektionen. Dabei wurde die Fura-2-Gesamtfluoreszenz am 
isosbestischen Punkt von 360 nm detektiert, da sie an diesem Punkt unabhängig von 
der Calciumkonzentration ist. Manganionen (Mn2+) werden von fast allen calcium-
permeablen Kanälen geleitet und bilden mit Fura-2 einen nicht-fluoreszierenden 
Komplex. Die Auslöschung („quenching“) der Fura-2-Fluoreszenz durch Mn2+ ist somit 
ein Maß für den Einstrom von divalenten Kationen aus dem Exrazellulärraum. Bei den 
Manganquench-Experimenten mit transfizierten und nicht-transfizierten HEK293-Zellen 
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wurden 90 Sekunden nach Messbeginn 200 µM MnCl2 kontinuierlich superfundiert. 
Dabei wurde die Anfangsfluoreszenz jeder einzelnen Zelle vor Beginn der Superfusion 
mit Mn2+ auf 100% normiert. Die Manganquenchrate in Prozent pro Sekunde (% s-1) als 




sStvStchrateManganquen   in % s-1 
Stv: die Steigung pro Sekunde des Fluoreszenzverlaufs bei 360 nm vor Applikation 
eines Stimulus in Anwesenheit von Manganionen. 
Sts: die initiale Steigung pro Sekunde des Fluoreszenzverlaufs unter der Stimulation 
mit hypoosmolarer Lösung oder mit einem Agonisten. 
Die Ermittlung der Steigung erfolgte entweder über eine Zweipunktbestimmung 
oder über eine Ausgleichsgerade. Zellen mit einer basalen Manganquenchrate 
(bestimmt in Anwesenheit von Mn2+, aber vor der Applikation eines Stimulus) von 
≥0,20% s-1 wurden grundsätzlich ausgeschlossen.  
2.2.5 Elektrophysiologie 
2.2.5.1 Ganzzellableitungen 
Patch-Clamp-Messungen in der konventionellen Ganzzellkonfiguration wurden an 
HEK293-, an A7r5- und an frisch isolierten glatten Muskelzellen aus Gehirnarterien mit 
einem inversen Mikroskop (Olympus IX 70, Hamburg, Deutschland) bei Raum-
temperatur (23°C) durchgeführt. Die Messungen der transfizierten HEK293- und A7r5-
Zellen wurden jeweils 48 Stunden nach Abschluss der Transfektionen durchgeführt. 
Die Zellen wurden während der Messungen in einer Durchflusskammer (Eigenbau) 
kontinuierlich mit folgender Badlösung (B2) superfundiert: (in mM): 110 NaCl, 5 CsCl, 2 
CaCl2, 2 MgCl2, 10 Glukose, 10 HEPES, mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt und mit 
Mannitol auf eine Osmolarität von 300 mOsm kg-1 ergänzt. Die hypoosmolare Lösung 
wies die gleichen Salzkonzentrationen auf, jedoch ohne den Zusatz von Mannitol, so 
dass sich daraus Osmolaritäten von 249 bis 253 mOsm kg-1 ergaben. Die 
Osmolaritäten der Bad- und Pipettenlösungen wurden jeweils mit dem Dampfdruck-
Osmometer Vapro 5520 (Wescor Inc., Logan, USA) bestimmt. Die Stimulationen der 
HEK293-Zellen in der Ganzzellkonfiguration erfolgten entweder durch Applikation eines 
Agonisten (100 µM Histamin, 100 µM Carbachol, 100 nM Angiotesin II, 100 nM 
Endothelin-1, 1 µM Vasopressin) oder durch Applikation des membranpermeablen 
DAG-Analogons 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG, 100 µM, Calbiochem) in der 
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Badlösung B2. Da OAG zur Mizellenbildung neigt, enthielt die OAG-haltige Badlösung 
zusätzlich 1‰ fettsäurefreies Albumin. 
Die isolierten glatten Muskelzellen aus Gehirnarterien wurden ebenso wie die 
HEK293-Zellen mit B2 superfundiert. Zusätzliche Experimente wurden hierbei durch-
geführt mit einer natriumfreien Badlösung, deren Natriumionenkonzentration äquimolar 
durch N-Methyl-D-Glucamin (NMDG+) ersetzt wurde. Um eventuell vorhandene 
spannungsabhängige Calciumkanal-Ströme in den isolierten glatten Muskelzellen 
auszuschließen, wurde bei einigen Experimenten der Calciumkanalblocker Nimodipin 
(10 µM, Sigma) der Standardbadlösung B2 zugesetzt. Eine Beteiligung von 
Chloridströmen an den Ganzzellströmen wurde mit Hilfe von drei verschiedenen 
Chloridkanalblockern, 5-Nitro-2-(3-phenyl-propylamino)-benzoesäure (NPPB, Sigma), 
Nifluminsäure (Sigma) und 4,4’-Diisothiocyanostilbene-2,2’-disulfonsäure (DIDS, 
Sigma) im Einzelnen analysiert. Zur Überprüfung einer möglichen Beteiligung von 
speichergesteuerten, calciumpermeablen Kationenkanälen am Gesamtstrom wurde 
Gadoliniumchlorid (GdCl3, 5 µM, Sigma) der Standardbadlösung B2 zugesetzt.  
A7r5-Zellen wurden zu Beginn der Messungen ebenfalls mit B2 superfundiert. Nach 
dem Erreichen der Ganzzellkonfiguration wurden der Badlösung jedoch zusätzlich 
10 µM Nicardipin (Sigma), ein Inhibitor von spannungsgesteuerten Calciumkanälen, 
und 50 µM NPPB zugesetzt. Um die TRPC-Ströme bei A7r5-Zellen etwas zu ver-
größern, wurde die extrazelluläre Calciumionenkonzentation auf 200 µM reduziert.  
Die Stromantworten der konventionellen Ganzzellableitungen wurden mit einem 
EPC10 Verstärker (HEKA, Lambrecht, Deutschland) aufgenommen und digitalisiert. 
Die Messungen selbst wurden mit dem Messprogramm Pulse (Pulse v8.63, HEKA 
Electronics, Dr. Schulz GmbH, Lambrecht, Deutschland) erhoben. Der Vorverstärker 
war auf einem Mikromanipulator (LN min/combi, Luigs & Neumann, Ratingen 
Deutschland) befestigt.  
Die Patchpipetten wurden aus Borosilikatglas (GB 150TF-8F, Science Products, 
Hofheim, Deutschland) mit einem automatischen Pipettenziehgerät (DMZ-Universal-
Puller, Zeitz Instrumente, München, Deutschland) mittels drei Ziehvorgängen 
hergestellt und feuerpoliert und besaßen nach dem Befüllen mit der Pipettenlösung 
Widerstände von 3,5 bis 4,0 MΩ für HEK293-Zellen und 5,5 bis 8,0 MΩ für A7r5- und 
isolierte glatte Muskelzellen. Um die Pipettenkapazität zu verringern wurden bei allen 
Ganzzellableitungen die Pipettenspitzen mit dem Polymer R-6101 (Dow Chemicals, La 
Jolla, USA) beschichtet. Als Standardpipettenlösung wurde folgende Lösung ver-
wendet: (in mM) 120 CsCl, 9,4 NaCl, 1 MgCl2, 0,2 Na3GTP, gepuffert auf 100 nM freies 
Ca2+ mit 10 BAPTA, 10 HEPES, mit CsOH auf einen pH-Wert von 7,2 eingestellt und 
mit einer Osmolarität von 298 bis 301 mOsm kg-1.  
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Für die Messungen der isolierten glatten Gefäßmuskelzellen wurde außerdem eine 
zweite Pipettenlösung gleicher Zusammensetzung benutzt, die zusätzlich 50 µM des 
potenten, nicht-membranpermeablen DAG-Analogons 1-Stearoly-Arachidonoyl-sn-
Glycerol (SAG, Calbiochem, Darmstadt, Deutschland) enthielt. Die SAG-haltige 
Pipettenlösung enthielt 0,5‰ Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma) und wurde jeweils kurz 
vor Befüllen der Patchpipette für mindestens sieben Minuten ins Ultraschallbad 
gegeben, um eine Mizellenbildung und ein daraus resultierendes Verstopfen der 
Patchpipette zu verhindern. Außerdem wurden bei isolierten glatten Gefäß-
muskelzellen zusätzlich IP3-Infusionen mit 100 µM D-myo-Inositol-1,4,5-trisphosphat 
(IP3) in der SAG-freien Pipettenlösung durchgeführt, um speichergesteuerte Kation-
eneinströme zu untersuchen. Einige IP3-Infusionen wurden mit einer chloridarmen 
Pipettenlösung durchgeführt, wobei CsCl äquimolar durch Cäsiummethansulfonat 
ersetzt war. Diese Pipettenlösung diente dazu, Chloridströme über ihr Umkehrpotential 
zu erkennen. Die Änderungen der Stromdichten während der IP3-Infusionen bei 
±60 mV wurden berechnet als Quotienten der mittleren Stromdichten aus der ersten 
bis fünften Sekunde und aus der 120. bis 125. Sekunde nach dem Aufreißen der 
Zellmembran.  
Die Serienwiderstände in der Ganzzellkonfiguration betrugen 5 bis 20 MΩ und 
wurden zu 70% über den dafür vorgesehen Schaltkreis des Verstärkers kompensiert. 
Das Liquid Junction-Potential betrug +4,0 mV und die Offsetkorrektur wurde vom 
Pulse-Programm automatisch durchgeführt. Die Membrankapazität wurde vom EPC10 
automatisch bestimmt, ebenso fand die Membrankapazitätskompensation automatisch 
statt. Das Haltepotential betrug jeweils –60 mV. Um Strom-Spannungsbeziehungen zu 
erhalten, die als Kennlinien für bestimmte Kanäle dienen können, wurden trianguläre 
Spannungsrampen von –100 bis +60 mV mit einer Frequenz von 1 Hz mit einer 
Rampengeschwindigkeit von 0,4 V s-1 appliziert. Die Daten wurden nach Filterung mit 
1,67 kHz mit einer Frequenz von 5 kHz aufgenommen. 
An isolierten glatten Gefäßmuskelzellen aus Gehirnarterien wurden zusätzlich 
Membranpotentialmessungen durchgeführt. Hierfür diente eine Stromklemme bei 0 pA 
in der Ganzzellkonfiguration. Diese Daten wurden mit einer Frequenz von 200 Hz über 
einen Zeitraum von mindestens zehn Minuten aufgenommen. Um möglichst physiolo-
gische Bedingungen während der Stromklemme-Messungen zu erreichen, wurde 
folgende Pipettenlösung benutzt (in mM): 80 KCl, 50 Kaliumglutamat, 2 MgCl2, 2 
MgATP, 10 HEPES, mit 10 BAPTA auf 100 nM freies Ca2+ gepuffert und mit KOH auf 
pH 7,2 eingestellt. Die Badlösung hatte folgende Zusammensetzung (in mM): 140 
NaCl, 5,4 KCl, 1 MgCl2, 2 CaCl2, 10 Glukose, 10 HEPES, eingestellt mit NaOH auf 
pH 7,4. Das Liquid-Junction-Potential zwischen den beiden Lösungen betrug +8,0 mV. 
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Es wurden nur Messungen in die Auswertung miteinbezogen, die für mindestens fünf 
Minuten ein stabiles Membranpotential zeigten und ein Membranpotential von 
≤ -20 mV mit einer glockenförmigen Häufigkeitsverteilung aufwiesen. 
Als direkte mechanische Stimulationen an HEK293-Zellen in der Ganzzellkonfi-
guration dienten zwei verschiedene Stimuli. Als erstes wurde ein positiver Überdruck 
über die Patchpipette in Höhe von 5 bis 10 cmH2O unter Kontrolle eines Wasser-
manometers appliziert (als Druck bedingte Membrandehnung bezeichnet). Höhere 
Drücke führten hierbei zum Aufreißen der Zellmembran und zum Verlust der Mess-
konfiguration. Als zweite mechanische Stimulation diente die vertikale Verschiebung 
der Patchpipette um 8 bis 10 µm nach oben (als Zug bedingte Membrandehnung 
bezeichnet). Bei der Zug bedingten Membrandehnung mussten Polylysin (Sigma, 
Taufkirchen, Deutschland)-beschichtete Kulturschälchen verwendet werden, da nur 
ausreichend adhärente Zellen der Verschiebung der Patchpipette standhielten. 
Während der Druck oder Zug bedingten Membrandehnungen konnten keine Veränder-
ungen des Serienwiderstands beobachtet werden.  
2.2.5.2 Einzelkanalableitungen in der inside-out-Konfiguration 
Einzelkanalableitungen wurden an HEK293-Zellen durchgeführt, die 72 Stunden zuvor 
mit 2 µg hTRPC6-IRES-EGFP transfiziert worden waren und die ca. drei bis zehn 
Stunden vor den Messungen auf Polylysin-beschichtete Kulturschälchen umgesetzt 
wurden. Die Einzelkanalmessungen der isolierten Membranflecken in der inside-out-
Konfiguration, bei der die Innenseite der Membran der Badlösung zugewendet ist, 
fanden jeweils bei Raumtemperatur (23°C) statt. Identische Bad- und Pipettenlösungen 
mit folgender Zusammensetzung wurden verwendet (in mM): 130 Cäsium-
methansulfonat, 102 CsCl, 1 MgCl2, 9,949 CaCl2, 10 BAPTA (100 nM freies Ca2+) und 
10 HEPES (mit CsOH auf pH 7,2 eingestellt), was in einer Osmolarität von 
294 mOsm kg-1 resultierte. Die Badlösung enthielt zusätzlich 50 µM NPPB, um 
eventuell auftretende Chloridströme zu unterdrücken. Die Patchpipetten aus 
Borosilikatglas wurden mit R-6101 beschichtet und hatten Widerstände von 8 bis 
10 MΩ. Die Daten der Einzelkanalableitungen wurden mit einem sehr rauscharmen 
EPC9-Verstärker (HEKA, Lambrecht, Deutschland) aufgenommen. Die Messungen 
selbst wurden mit dem Messprogramm Pulse (Pulse v8.63, HEKA Electronics, 
Dr.Schulz GmbH, Lambrecht, Deutschland) erhoben bei einem Haltepotential von 
-60 mV und mit einer Frequenz von 20 kHz nach einer Filterung mit 6,67 kHz. Die 
mechanische Stimulation erfolgte mittels eines negativen Drucks von 10 oder 
70 cmH2O, der unter Kontrolle eines Wassermanometers über die Patchpipette auf das 
isolierte Membranstück appliziert wurde. Diese Stimulation wird in der vorliegenden 
Arbeit als Sog bedingte Membrandehnung bezeichnet. Am Ende jeder Messung 
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wurden zur Ermittlung der maximalen TRPC6-Kanalaktivitäten jeweils 10 µM SAG über 
die Badlösung appliziert. Die Auswertung der konsekutiven Kanalaktivitäten („NPo“, 
das Produkt aus der Anzahl der Kanäle und der Offenwahrscheinlichkeit) in 1 s-
Schritten wurde mit Hilfe der Software PC DAC 1.1.5 (Marburg University Software-
Team) durchgeführt.  
2.2.6 Bestimmung der Inositolphosphatproduktion 
Um die Produktion von Inositolphosphaten (IP) zu messen, wurden je 100.000 COS-7-
Zellen pro Loch in drei 12-Loch-Schalen ausgesät und 24 Stunden später mit jeweils 
0,1 µg pEGFP und 1 µg gpH1R- oder rM5R-pcDNA kotransfiziert. Nach 30 Stunden 
wurden die transfizierten COS-7-Zellen markiert mit jeweils 1 µCi myo-[2-3H] Inositol 
(16 Ci/mmol, Amersham Biosciences Limited, Buckinghamshire, Großbritannien) pro 
Loch. Nach einer Markierungszeit von 18 Stunden wurden die Zellen zunächst mit 1 ml 
10 mM LiCl-haltigem DMEM gewaschen und fünf Minuten lang bei 37°C inkubiert. 
Anschließend wurden 0,5 ml Badlösungen verschiedener Osmolaritäten appliziert. Die 
isoosmolare Badlösung B3 war folgendermaßen zusammengesetzt: (in mM) 125 NaCl, 
10 LiCl, 1,5 MgCl2, 0,1 CaCl2, 10 Glukose, 10 HEPES (pH 7,4 mit NaOH). Es resul-
tierten Osmolaritäten von 295 bis 303 mOsm kg-1. Die hypoosmolaren Lösungen 
besaßen die gleichen Ionenkonzentrationen wie die Badlösung B3, jedoch wiesen sie 
niedrigere NaCl-Konzentrationen auf von 100, 75, 50 und 25 mM, was in Osmolaritäten 
von 250, 200, 150 und 100 mOsm kg-1 mit einer Toleranz von ±4 mOsm kg-1 resultierte. 
Zur Durchführung von Agonistenstimulationen wurden die beiden Agonisten Histamin 
oder Carbachol (jeweils 100 µM) der isoosmolaren Badlösung B3 zugefügt. Bei 
Experimenten mit dem inversen Muskarinrezeptor-Agonisten Atropin wurde die 
maximale Hemmkonzentration von 1 µM 10 Minuten vor der hypoosmolaren Stimu-
lation appliziert. Sie hypoosmolare Stimulation erfolgte unter 1 µM Atropin für jeweils 
30 Minuten bei 37°C. Für das Beenden der Stimulationen wurden pro Loch 300 µl 
0,24 N NaOH-Lösung zugesetzt und fünf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Danach erfolgte die Neutralisation der alkalischen Lösung mit Hilfe von 120 µl 0,2 M 
Ameisensäure. Anschließend wurde die IP-Fraktion über Anionenaustauscher-
Chromatographie isoliert (Berridge et al., 1983) und in einem Flüssigkeits-Szintillations-
zähler (LS 6000 IC, Beckman Instruments, Fullerton, USA) gemessen. Die jeweiligen 
IP-Fraktionen wurden mittels Sechfach-Messungen bestimmt.  
2.2.7 Messung des myogenen Gefäßtonus 
Die Messungen des myogenen Gefäßtonus wurden an isolierten Gehirnarterien-
abschnitten von männlichen Sprague-Dawley Ratten (80 bis 300 g) durchgeführt. Die 
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Ratten wurden zunächst mit Isofluran anästhesiert und anschließend enthauptet. Das 
herauspräparierte Gehirn wurde sofort in eiskalte, mit Carbogen begaste, 
physiologische Salzlösung (B4) mit folgender Zusammensetzung überführt: (in mM) 
119 NaCl, 4,7 KCl, 1,2 KH2PO4, 24 NaHCO3, 1,2 Mg2SO4, 11,1 Glukose, 1,6 CaCl2 und 
durch kontinuierliches Begasen mit Carbogen auf pH 7,4 gebracht. Anschließend 
wurden zwei Arten von Gehirnarterien herauspräpariert und vom Bindegewebe befreit: 
zum einen die hinteren Hirnschlagadern (A. cerebri posterior) und zum anderen die 
oberen Kleinhirnschlagadern (A. cerebelli anterior). Die gesäuberten Gehirnarterien-
abschnitte hatten eine Länge von ungefähr 1 mm und einen Durchmesser von 
140 bis 290 µm. Diese Gehirnarterienabschnitte wurden mit beiden Enden auf jeweils 
zwei speziell ausgezogenen, luftblasenfrei mit B4 gefüllten Borosilikat-Kapillaren 
befestigt, die zuvor in einer 2 ml-Messkammer (Living System Instrumentation, 
Burlington, Vermont) eingebaut wurden. Die isolierten Gefäßabschnitte wurden 
kontinuierlich mit der Carbogen-begasten Badlösung B4 superfundiert, mit einer Super-
fusionsrate von 3,6 ml pro Minute und einer Temperatur von 35°C. Die Messungen 
erfolgten mit einem inversen Mikroskop (Nikon Diaphot mit einem Planfluor 10x/0,3 
Objektiv), das mit einer CCD-Kamera (Panasonic WV-BL1200) ausgestattet war. 
Während der Messungen wurde der Außendurchmesser der Gefäßabschnitte mit einer 
Frequenz von 1 Hz unter Verwendung der VasoTrack Software (TSE, Bad Homburg, 
Deutschland) aufgenommen. Ein konstanter intravaskulärer Druck von 60 mmHg ohne 
Durchfluss wurde mit Hilfe eines elektronischen Druck-Servosystems (Living Systems 
Instrumentation, Burlington, Vermont) erzeugt. Um eine maximale Gefäßkonstriktion 
hervorzurufen, wurde zu Beginn der Messungen für eine Minute eine Hoch-Kalium-
Lösung appliziert, die 63,7 mM NaCl und 60 mM KCl enthielt und ansonsten die 
gleiche Salzzusammensetzung und Osmolarität wie B4 aufwies. Mittels einer nominell 
calciumfreien Lösung, die die gleiche Zusammensetzung hatte wie B4 ohne den 
Zusatz von CaCl2, wurde die maximale Gefäßdilatation ausgelöst. 
2.2.8 Statistik 
Die experimentell gewonnenen Daten wurden, sofern nicht anders angegeben, als 
Mittelwerte und deren Standardfehler (S.E.M., „standard error of the mean“) dargestellt. 
Als Signifikanztest diente der gepaarte oder ungepaarte Student’s t-Test zwischen zwei 
Datensätzen. Die Signifikanzen wurden bei einem Signifikanzniveau von P < 0,05 
akzeptiert und werden in der vorliegenden Arbeit mit * (P < 0,05), ** (P < 0,01) und *** 
(P < 0,001) dargestellt. Um mehrere Datensätze miteinander zu vergleichen, wurde bei 
den Calcium- und Manganquenchmessungen die einfaktorielle Varianzanalyse 
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(ANOVA, „one-way analysis of variance“) mit dem Mittelwertvergleich nach Scheffé 
angewendet. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Elektrophysiologische Analyse von TRPC-Strömen in 
glatten Muskelzellen von Gehirnarterien aus Wildtyp- und 
TRPC6-gendefizienten Mäusen 
Die Arbeitsgruppe von Mark T. Nelson hatte im Jahr 2002 gezeigt, dass TRPC6-
Kanäle in der Gefäßmuskulatur eine wichtige Rolle für den myogenen Gefäßtonus 
spielen. Um die physiologische Rolle der TRPC6-Kanäle in der Gefäßmuskulatur 
genauer zu beleuchten, wurde die Funktion des TRPC6 in isolierten glatten Muskel-
zellen aus Wildtypmäusen und aus von Alexander Dietrich entwickelten TRPC6-
gendefizienten (TRPC6-/-) Mauslinien verglichen (Dietrich et al., 2005). Dazu wurden 
elektrophysiologische Ganzzellableitungen von frisch isolierten glatten Muskelzellen 
aus Gehirnarterien durchgeführt (Abbildung 3.1). Die Gehirnarterien sind relativ leicht 








Abbildung 3.1: Isolierte glatte Muskelzellen aus Gehirnarterien von Mäusen. Die Unterseite eines 
Mausgehirns ist dargestellt. Die Sterne markieren die präparierten Gehirnarterien (schwarz: A. cerebelli 
media und grau: A. basilaris). Das Bild rechts oben zeigt eine typische, isolierte glatte Muskelzelle. Das 
Bild rechts unten zeigt eine Kette von zusammenhängenden, isolierten glatten Muskelzellen. 
3.1.1 Charakterisierung der SAG-Aktivierung 
Um die DAG-sensitiven, endogenen TRPC3-, 6- und 7-Kanäle in glatten Muskelzellen 
zu aktivieren, wurde das nicht-membranpermeable DAG-Analogon 1-Stearoyl-2-
arachidonyl-sn-glycerol (SAG) verwendet. SAG wurde hierbei gezielt über die Pipetten-
lösung in die einzelnen Zellen infundiert. Dieser neue methodische Ansatz der SAG-
Infusionen wurde zuvor systematisch an hTRPC6 oder mTRPC7 exprimierenden 
HEK293-Zellen untersucht. Dazu wurden Infusionen mit verschiedenen SAG-
*
* *
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Konzentrationen (1, 10, 20, 50 und 100 µM, n ≥ 6 für jede Konzentration) durchgeführt. 
SAG in einer Konzentration von 100 µM führte bei allen gemessenen Zellen zu 
Stromerhöhungen mit charakteristischen TRPC6- bzw. TRPC7-Strom-Spannungs-
beziehungen mit einem sogenannten doppelt-rektifizierenden Verlauf und einem 
Umkehrpotential bei 0 mV. 83% der Zellen, die mit 100 µM SAG infundiert wurden, 
zeigten eine instantane Aktivierung, d.h. direkt nach dem Aufreißen der Zellmembran 
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Abbildung 3.2: Charakterisierung der SAG-Aktivierung. A, Zusammenfassung der Ganzzellableitungen 
von hTRPC6 oder mTRPC7 exprimierenden HEK293-Zellen mit 1, 10, 20, 50 und 100 µM SAG in der 
Pipettenlösung (n ≥ 6 für jede Konzentration). B, Zusammenfassung von Ganzzellableitungen isolierter 
glatter Muskelzellen mit 50 µM SAG in der Pipettenlösung. 
Mit 50 µM oder 20 µM infundiertem SAG zeigten 43% bzw. 42% der Zellen 
instantane Aktivierungen nach Aufreißen der Zellmembran. 10 µM SAG führte nur bei 
17% der Zellen zu instantanen Aktivierungen. Den kleinsten Anteil der instantanen 
Aktivierungen von 1% ergaben Infusionen mit 1 µM SAG. Instantane Aktivierungen 
haben den Nachteil, dass ihr Maximum häufig nicht genau bestimmt werden kann 
aufgrund einer fehlenden Aktivierungskinetik. Um sicherzugehen, dass es bei jeder 
Messung zu einer Aktivierung kommen kann, wurde die Konzentration von 50 µM 
SAG, bei der weniger als jede zweite Zelle instantan reagiert, an glatten Muskelzellen 
ausprobiert. In frisch isolierten Gefäßmuskelzellen aus Wildtypmäusen führten 
Infusionen mit 50 µM SAG bei 39% der gemessenen Zellen zu maximalen Strömen 
innerhalb der ersten Minute nach Aufreißen der Zellmembran. Die restlichen Zellen 
zeigten innerhalb von 7 min maximale Stromantworten (Abbildung 3.2B). Demnach 
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waren die 50 µM SAG-Infusionen geeignet, um SAG-induzierbare Ströme in glatten 
Muskelzellen zu untersuchen. 
3.1.2 Vergleich der Stromantworten von glatten Muskelzellen aus 
Wildtyp- und aus TRPC6-gendefizienten Mäusen 
Als erstes wurden die Membrankapazitäten der Einzelzellen ermittelt, um auszu-
schließen, dass Unterschiede der Stromantworten auf unterschiedliche Zellgrößen der 
Wildtyp- und TRPC6-/--Zellen zurückzuführen sind. Die Membrankapazitäten, die 
anhand von automatischer Kapazitätskompensation bestimmt wurden, sind ein Maß für 
die Zelloberfläche und somit für die Größe der Zelle. Ganzzellableitungen von Wildtyp- 
und TRPC6-/--Zellen ergaben keine Unterschiede der Membrankapazitäten 
(6,6 ± 0,3 pF bei 37 Zellen von 8 Wildtypmäusen und 6,6 ± 0,3 pF bei 33 Zellen von 
sechs TRPC6-/--Mäusen), was zeigt, dass ein Ausschalten des TRPC6-Gens keinen 
Einfluss auf die Zellgröße hat.  
Als nächstes wurden Ganzzellströme über die Zeit und die dazugehörigen Strom-
Spannungsbeziehungen beider Muskelzelltypen mit und ohne SAG-Infusionen 
verglichen. In Abbildung 3.3A bis 3.3D sind exemplarische Stromdichtenzeitverläufe 
von glatten Muskelzellen aus Wildtyp- und TRPC6-/--Mäusen dargestellt. Interessanter-
weise wurden in Abwesenheit von SAG bei Zellen aus TRPC6-/--Mäusen signifikant 
höhere Stromdichten in Auswärts- (P < 0,05) und Einwärtsrichtung (P < 0,05) beobach-
tet (Abbildung 3.3G), was auf eine höhere Kanalaktivität der TRPC6-gendefizienten 
Zellen hinweist. Durch Infusionen mit 50 µM SAG ließen sich erstaunlicherweise 
sowohl in glatten Muskelzellen aus Wildtyp- als auch in denen aus TRPC6-/--Mäusen 
TRPC-Kanäle aktivieren, was sich in Stromdichtenerhöhungen in Einwärts- und 
Auswärtsrichtung äußerte. Die SAG-induzierten Stromantworten zeigten die für diese 
glatten Muskelzellen charakteristischen Strom-Spannungsbeziehungen mit einer 
schwachen Auswärtsrektifizierung und mit einem Umkehrpotential bei 0 mV (Abbildung 
3.3E und 3.3F). Eine qualitative Veränderung der Strom-Spannungsbeziehungen bei 
glatten Muskelzellen aus TRPC6-/--Mäusen war nicht vorhanden. Durch die SAG-
Infusionen vergrößerten sich sogar die Stromantworten bei TRPC6-/--Zellen. Diese 
wiesen signifikant höhere Stromdichten bei +60 mV auf (P < 0,001). Damit waren sie 
fast zweifach höher als bei Wildtypzellen. Auch die Stromdichten bei -60 mV waren 
signifikant höher (P < 0,05). Das könnte darauf hindeuten, dass glatte Muskelzellen 
von TRPC6-/--Mäusen mehr DAG-aktivierbare Kanäle besitzen oder dass diese Kanäle 
eine höhere Offenwahrscheinlichkeit haben als in Wildtypzellen. 
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Abbildung 3.3: Vergleich von glatten Wildtyp- und TRPC6-/--Muskelzellen aus Gehirnarterien. 
Exemplarische Stromdichtenzeitverläufe von Ganzzellableitungen isolierter glatter Muskelzellen aus 
Wildtyp- (schwarz) und TRPC6-/--Mäusen (grau) bei Haltepotentialen von ±60 mV sind dargestellt. 
Messungen mit 50 µM SAG (+SAG) und ohne SAG (-SAG) in der Pipettenlösung sind zu sehen (A-D). 
Charakteristische Strom-Spannungsbeziehungen von Wildtyp- (schwarz) und TRPC6-/--Gefäßmuskelzellen 
(grau) in Abwesenheit (E) und Anwesenheit (F) von SAG in der Pipettenlösung werden gezeigt (E und F). 
Die Zusammenfassungen der Stromdichten in Auswärts- und Einwärtsrichtung bei ±60 mV von Wildtyp- 
und TRPC6-/--Gefäßmuskelzellen mit und ohne SAG-Infusionen sind hier dargestellt (G). 
Um die Beteiligung von TRPC-Kanälen an den Ganzzellströmen aufzuzeigen, 
wurden die SAG-infundierten Gefäßmuskelzellen zusätzlich mit nominell calcium- und 
magnesiumfreier Badlösung perfundiert, denn eine Stromerhöhung könnte auf eine 
Potenzierung der TRPC-Kanalaktivität hinweisen (Shi et al., 2004). Diese Applikation 
führte sowohl bei den glatten Wildtyp-Muskelzellen (n = 7 von 2 Tieren) als auch bei 
TRPC6-/--Muskelzellen (n = 6 von 2 Tieren) zu deutlichen, signifikanten Strompoten-
zierungen mit mittleren Stromzunahmen von 65% bis 75% in Einwärts- und Aus-
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wärtsrichtung (P < 0,05 bei ±60 mV sowie P < 0,05 bei +60 mV und P < 0,01 bei 
-60 mV) (Abbildung 3.4A). Diese Strompotenzierungen waren vollständig reversibel. 
Diese Potenzierungen sind ein wichtiges Indiz für eine Beteiligung von TRPC-Kanälen 
an den untersuchten Ganzzellströmen in den isolierten Gefäßmuskelzellen. 
Mit Hilfe des äquimolaren Austausches von NaCl durch NMDG-Cl in der Badlösung 
wurde der Anteil des Natriumstroms am gesamten Ganzzellstrom systematisch 
untersucht für beide Zelltypen mit und ohne SAG-Infusionen. In allen Fällen wurden die 
gemessenen Einwärtsströme um mehr als 80% reduziert (Abbildung 3.4B). Das 
bedeutet, dass die Einwärtsströme hauptsächlich natriumgetriebene Ströme sind und 









Abbildung 3.4: Kontrollexperimente mit divalentfreier Lösung und NMDG+. Die Zusammenfassung 
der Strompotenzierungen durch divalentfreie (nominell calcium- und magnesiumfreie) Badlösung bei 
±60 mV mit 50 µM SAG in der Pipettenlösung ist dargestellt (A). Wildtyp- (schwarz, n = 7 von 2 Tieren) 
und TRPC6-/--Zellen (grau, n = 6 von 2 Tieren) sind zu sehen. Die Zusammenfassung der Abnahme von 
Einwärtsströmen bei -60 mV durch NMDG+ in der Badlösung mit und ohne SAG in der Pipettenlösung ist 
dargestellt für Wildtyp- (schwarz) in TRPC6-/--Zellen (grau) (B). Die Zahlen über den Balken stehen für die 
Anzahl der gemessenen Zellen.  
Die beobachteten Strom-Spannungsbeziehungen aus den Spannungsrampen 
ließen niemals die Vermutung aufkommen, dass spannungsgesteuerte Calciumkanäle 
(Cav) in diesen präparierten glatten Muskelzellen aktiviert waren. Zur Sicherheit wurden 
zusätzlich depolarisierende Spannungssprünge auf 0 mV appliziert, um eindeutig zu 
zeigen, dass keine transienten Calciumströme vorhanden waren. Eine weitere 
zusätzliche Badapplikation des L-Typ-Calciumkanal-Antagonisten Nimodipin in seiner 
maximalen Hemmkonzentration von 10 µM deutete ebenfalls auf das Fehlen von 
Calciumströmen unter allen Kombinationen hin (siehe Tabelle 3.1). Diese Befunde 
weisen darauf hin, dass Cav-Kanäle keinen Anteil an den gemessenen Ganzzell-
strömen haben. Höchstwahrscheinlich werden diese Kanäle durch den enzymatischen 
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Die verwendeten Bad- und Pipettenlösungen beinhalteten als Anion nur Chlorid. 
Um zu untersuchen, welchen Anteil Chloridströme am gesamten Ganzzellstrom 
besaßen, wurden jeweils verschiedene Chloridkanalblocker herangezogen: 5-Nitro-2-
(3-phenyl-propylamino)-benzosäure (NPPB, 50 µM), Nifluminsäure (100 µM) und 4,4’-
Diisothio-cyanostilbene-2,2’-disulfonsäure (DIDS, 300 µM). Alle drei Chloridkanal-
blocker beeinflussten die Höhe der Stromantworten bei Wildtyp- und TRPC6-/--
Muskelzellen mit und ohne SAG-Infusionen nicht (Tabelle 3.1). Das deutet darauf hin, 











Tabelle 3.1: Kontrollmessungen mit Calciumkanal- und Chloridkanalblockern. Die Anzahl der 
gemessenen glatten Muskelzellen in Anwesenheit der Chloridkanalblocker NPPB, Nifluminsäure und DIDS 
und des Calciumkanalblockers Nimodipin mit und ohne SAG in der Pipettenlösung wird angezeigt. 
In den untersuchten Gefäßmuskelzellen sind sowohl TRPC3- als auch TRPC6-
Kanäle exprimiert, was auf mRNA-Ebene nachgewiesen wurde (Dietrich et al, 2005). 
Da die typischen Eigenschaften der beiden TRPCs, wie Strom-Spannungskurve und 
Basalaktivität in diesen nativen Zellen nicht zu beobachten waren, wurde zur 
Unterscheidung die Gadoliniumsensitivität geprüft. Inoue et al. (2001) beschrieb für 
heterolog exprimierte TRPC6-Kanäle mittels elektrophysiologischer Ganzzellab-
leitungen eine Gadoliniumhemmung mit einem IC50-Wert von 1,9 µM (Inoue et al., 
2001) während Trebak et al. (2002) für TRPC3-Kanäle mittels fluorimetrischer 
Calciummessungen maximale Hemmkonzentrationen zwischen 0,1 bis 1 µM Gado-
linium charakterisierte. Da häufig methodisch bedingte Sensitivitätsänderungen 
existieren, wurde der IC50-Wert für Gadolinium an TRPC3 exprimierenden HEK293-
Zellen mittels vergleichbarer Ganzzellableitungen zu den TRPC6-Untersuchungen von 
Inoue et al. (2001) durchgeführt. Die Konzentrations-Wirkungskurve ergab hierfür einen 









Nimodipine (10 µM)  4 4 6 4 
NPPB (50 µM) 6 4 6 3 
Niflumic acid (100 µM) 4 4 5 3 
DIDS (300 µM) 3 3 4 3 
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TRPC3- und TRPC6-Kanäle nicht diskriminieren lassen. Messungen von isolierten 
glatten Muskelzellen aus Wildtyp- und TRPC6-/--Mäusen mit 1 µM oder 5 µM GdCl3 in 
der Badlösung zeigten eine Verringerung der Einwärtsströme bei -60 mV um 5 bis 12% 
(Abbildung. 3.5B). Zum einen deutet das darauf hin, dass kapazitive Calciumeinströme, 
die sehr sensitiv für eine Gadoliniumhemmung sind, offenbar nicht signifikant an den 
gemessenen Ganzzellströmen beteiligt waren und zum anderen, dass die nativen 









Abbildung 3.5: Hemmung des Einwärtsstroms durch Gadolinium. Die Konzentrationshemmungskurve 
von Gadolinium, die mittels Ganzzellableitungen von hTRPC3 exprimierenden HEK293-Zellen (n = 6) 
erstellt wurde, ist zu sehen (A). Der IC50-Wert beträgt 2,5 µM und wurde mit der Hill-Gleichung ermittelt. 
Die Zusammenfassung der Abnahme von Einwärtsströmen von isolierten glatten Muskelzellen bei -60 mV 
mit 5 µM GdCl3 in der Badlösung in Anwesenheit und Abwesenheit von SAG in der Pipettenlösung wird 
gezeigt (B). 
Mittels IP3-Infusionen über die Pipettenlösung wurde eine Beteiligung von speicher-
gesteuerten Kanälen genauer untersucht. Die Infusionen von 100 µM IP3 in glatte Mus-
kelzellen erhöhten die endogenen Ströme in Abwesenheit von SAG (Abbildung 3.6). 
Dabei kam es niemals zu instantanen Stromerhöhungen, was darauf hindeutet, dass 
keine funktionellen speichergesteuerten Kanäle vorhanden waren. Der relative Anstieg 
der Stromdichten nach 120 s war 3,9fach ± 0,8 bei +60 mV und 3,8fach ± 1,1 bei 
-60 mV im Vergleich zu den Anfangsstromdichten und war damit nicht signifikant 
unterschiedlich (P = 0,70 bei +60 mV und P = 0,70 bei –60 mV) in Zellen aus Wildtyp- 
(n = 9) und TRPC6-/--gendefizienten Mäusen (n = 8). Das deutet darauf hin, dass 
TRPC6-Kanäle in isolierten glatten Muskelzellen offenbar nicht an IP3-aktivierbaren, 



























   






























   












































Abbildung 3.6: IP3-Infusionen in glatte Muskelzellen. Die Stromdichtenerhöhungen durch Infusionen 
mit 100 µM IP3 in glatte Muskelzellen aus Wildtyp- (schwarz) und TRPC6-/--Mäusen (grau) werden hier 
dargestellt. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass DAG-sensitive und hauptsächlich natri-
umgetriebene Kationenströme sowohl aus Wildtyp- als auch aus TRPC6-/--Muskelzel-
len in der Spannungsklemme charakterisiert werden konnten. Cav-, Chlorid- und spei-
chergesteuerte Kanäle waren am Gesamtstrom nicht oder nur geringfügig beteiligt. 
Zudem ließen sich die Ganzzellströme durch divalentfreie Lösung potenzieren, was auf 
eine Beteiligung von TRPC-Kanälen hindeutet. Interessanterweise waren die 
Stromdichten in TRPC6-/--Muskelzellen sowohl in Anwesenheit als auch in 
Abwesenheit des Aktivators SAG höher als bei Wildtyp-Muskelzellen, was darauf 
hinweist, dass in glatten TRPC6-/--Muskelzellen mehr DAG-aktivierbare Kanäle vor-
handen waren und/oder dass die vorhandenen Kanäle eine höhere Offenwahr-
scheinlichkeit besaßen. 
3.1.3 Messungen des Membranpotentials 
Um die funktionellen Konsequenzen der erhöhten Basalaktivität von isolierten glatten 
Muskelzellen aus Gehirnarterien von TRPC6-gendefizienten Mäusen unter physio-
logischen Bedingungen zu untersuchen, wurde das Membranpotential in der Ganzzell-
konfiguration mittels einer Stromklemme bei 0 mA für mehr als sechs Minuten 
aufgezeichnet. Bei TRPC6-/--Zellen war das Ruhemembranpotential um ca. 10 mV de-
polarisiert im Vergleich zu Wildtypzellen. Die mittleren Membranpotentiale in TRPC6-/--
Muskelzellen wiesen ein signifikant (P < 0,01) depolarisiertes Membranpotential auf 
(-28,3 ± 1,4 mV) im Vergleich zu Wildtypzellen (-38,6 ± 2,4 mV) (Abbildung 3.7). Eine 
Depolarisation des Ruhemembranpotentials könnte zu einer Erhöhung der Offen-
wahrscheinlichkeit von L-Typ spannungsgesteuerten Calciumkanälen führen. Außer-
dem zeigen diese Daten, dass eine um 10 mV geringere Depolarisation benötigt wird, 
um diese Kanäle voll zu aktivieren. Überdies wird der permanente Einwärtsstrom von 
Calciumionen (Fleischmann et al., 1994) erhöht, da die spannungsgesteuerten 
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Gleichgewichtszustand erst bei ca. +40 mV eine fast vollständige Inaktivierung auf-
weisen (Petkov et al., 2001). Das depolarisierte Ruhemembranpotential und der damit 
verbundene vergrößerte permanente Calciumeinstrom könnten die in diesem Zusam-
menhang beobachtete erhöhte Sensitivität und Kontraktilität der Gehirnarterien bei 







Abbildung 3.7: Messungen des Membranpotentials. Membranpotentialmessungen in der Ganzzell-
konfiguration von Wildtyp- (schwarz, n = 20 aus 4 Tieren)- und TRPC6-/--Zellen (grau, n = 12 aus 4 Tieren) 
sind dargestellt. Exemplarische Potentialzeitverläufe von beiden Zelltypen sind links und die Zusammen-
fassung der Messungen ist rechts abgebildet. 
3.2 Mechanosensitivität Gq/11-gekoppelter Rezeptoren 
3.2.1 Calciumanstieg und Manganeinstrom durch osmotisch bedingte 
Membrandehnung 
Nachdem die Arbeitsgruppe von Mark T. Nelson eine Beteiligung der TRPC6-Kanäle in 
der Gefäßmuskulatur an der Ausbildung des myogenen Gefäßtonus festgestellt hatte 
(Welsh et al., 2002) und unsere eigenen Untersuchungen an den TRPC6-/--Mäusen 
diese Beteiligung nicht ausschlossen, stellten wir die Frage: welche Rolle spielen die 
TRPC6-Kanäle in der Signalkaskade zur Vasokonstriktion? Lösen sie diese Signal-
kaskade aus, indem sie die Gefäßdehnung perzipieren oder sind sie bei einer nach-
geschalteten Ebene in der Signalkaskade involviert? Würden TRPC6-Kanäle als mole-
kulares Korrelat in der Mechanosensorik der Gefäßmuskulatur fungieren, dann 
müssten sie in einem heterologen Expressionssystem ebenfalls als Mechanosensoren 
wirken. 
Dazu wurde zunächst an transient transfizierten HEK293-Zellen eine Superfusion 
mit einer hypoosmolaren Lösung (erhöhtes Wasserpotential) als einfache mechanische 
Stimulation durchgeführt, was einen Einstrom von Wassermolekülen in die Zelle 
bewirkt. Dadurch vergrößert sich das Zellvolumen und es kommt unter anderem zu 
einer Dehnung der Zellmembran. Es wurden räumlich aufgelöste fluorimetrische 
Messungen von hTRPC6 exprimierenden Fura-2-beladenen HEK293-Zellen mit einer 
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hypoosmolaren Lösung (250 mOsm kg-1) für 60 s durchgeführt. Dieser Stimulus führte 
bei hTRPC6 exprimierenden Zellen zu keinerlei Änderung der intrazellulären 
Calciumkonzentrationen (Abbildung 3.8A), ein erstes Indiz für das Fehlen einer 
immanenten mechanosensitiven Funktion des TRPC6. Allerdings zeigten beim 
gleichen Stimulus hTRPC6 und Histamin H1-Rezeptor (gpH1R) koexprimierende 
HEK293-Zellen deutliche transiente Calciumerhöhungen (Abbildung 3.8C). Es führten 
sogar alleinige transiente Expressionen von gpH1R in HEK293-Zellen zu transienten 
Calciumerhöhungen (Abbildung 3.8B), die jedoch signifikant niedriger ausfielen 
(P < 0,001) im Vergleich zur Koexpression mit hTRPC6 (Abbildung 3.8C). Die alleinige 
Expression des muskarinischen M5-Rezeptors (rM5R) in HEK293-Zellen führte 
ebenfalls zu transienten Calciumerhöhungen in der gleichen Größenordnung wie in 
gpH1R exprimierenden HEK293-Zellen (Abbildung 3.8D). Zur Expressionskontrolle 
wurde eine nachfolgende Rezeptorstimulation mit Histamin durchgeführt, die zu einer 
zweiten, transienten Calciumerhöhung führte (Abbildung 3.8B und 3.8C). Nicht 
transfizierte und mit EYFP transfizierte HEK293-Zellen zeigten keine transienten 
Calciumerhöhungen durch den gewählte Stimulus, was darauf hinweist, dass nur die 
Kanal- und Rezeptorexpression an sich die oben genannten Effekte vermitteln 
(Abbildung 3.8D). Ein Vergleich aller Calciumantworten auf hypoosmolare Stimulation 
und ihrer basalen Ausgangswerte ist in Abbildung 3.8D dargestellt. Hierbei 
unterschieden sich die basalen Ausgangswerte der freien intrazellulären 
Calciumkonzentrationen [Ca2+]i der verschieden transfizierten HEK293-Zellen nicht 
voneinander (P > 0,05, Einwege-ANOVA), was eine Vergleichbarkeit der Calcium-
anstiege rechtfertigt. Bei der Stimulation mit Histamin anstelle der Stimulation mit 
hypoosmolarer Lösung stellte sich heraus, dass sich die transienten Calcium-
erhöhungen nicht signifikant unterschieden (P > 0,05, Einwege-ANOVA, Abbildung 
3.8D, vergleiche grauen Balken rechts und letzten schwarzen Balken rechts). Das 
bedeutet, dass die gewählte hypoosmolare Stimulation einen ebenso großen Effekt 
bewirkt wie eine Rezeptoraktivierung mit Histamin in maximaler Wirkkonzentration. 
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Abbildung 3.8: Osmotisch bedingte Calciumerhöhungen und Manganeinstrom. Jeweils ein exempla-
rischer, gemittelter Zeitverlauf der freien intrazellulären Calciumkonzentration [Ca2+]i (A-C) und der 
Fluoreszenz bei 360 nm (E-G) von jeweils fünf Fura-2-beladenen hTRPC6 (A und E), hTRPC6 und gpH1R 
(B und F) und gpH1R (C und G) exprimierenden HEK293-Zellen ist dargestellt. Die Balken stellen die 
Applikationen von hypoosmolarer Lösung (250 mOsm kg-1) und von 100 µM Histamin für jeweils 60 s dar. 
Nach jeweils 90 s wurde 200 µM MnCl2 appliziert (E-H). Der graue Bereich repräsentiert den 
Standardfehler des Mittelwerts der fünf Messungen. D, Die Zusammenfassung aller Calciummessungen 
unterschiedlich transfizierter HEK293-Zellen ist als Balkendiagramm dargestellt. Die linken Balken zeigen 
die Ausgangscalciumkonzentrationen vor Stimulation und die rechten Balken die maximale [Ca2+]i wäh-
rend der hypoosmolaren Stimulation (schwarze Balken) oder während der Agonistenstimulation mit 
100 µM Histamin (grauer Balken). H, Die Zusammenfassung der Manganquench-Messungen als Ände-
rungen der Manganquenchraten ist dargestellt. Die schwarzen Balken zeigen die Änderungen der 
Manganquenchraten nach Stimulation mit hypoosmolerer Lösung, der graue Balken zeigt die 
Agonistenstimulation mit Histamin. Die Zahlen über den Balken stehen für die Anzahl der gemessenen 
Zellen (D und H). Zur statistischen Auswertung wurde die Einwege-ANOVA herangezogen. 
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Um die Calciumfreisetzung aus intrazellulären Calciumspeichern vom Calcium-
einstrom aus dem Extrazellulärraum zu unterscheiden, wurden Fura-2-Quench-
Experimente mit Manganionen durchgeführt. Der Manganeinstrom über Kationen-
kanäle führt zu einer Auslöschung („quenching“) der Fluoreszenz der intrazellulär 
vorliegenden Fura-2-Moleküle. Die Auslöschung wird bei 360 nm detektiert, dem 
isosbestischen Punkt, an dem die Fluoreszenz unabhängig von der Calcium-
konzentration ist. Eine deutliche Änderung des Fluoreszenzabfalls, berechnet als 
prozentuale Änderung der Manganquenchrate (siehe Kapitel 2, Abschnitt 2.2.4), weist 
in diesem Fall auf einen Manganeinstrom durch Kationenkanäle hin. Alle unter-
schiedlich transfizierten und nicht-transfizierten HEK293-Zellen (n = 192) zeigten keine 
signifikanten Unterschiede in der basalen Manganquenchrate (P > 0,05, Einwege-
ANOVA), so dass ein gemeinsamer Mittelwert mit 0,091 ± 0,003% s-1 angeben werden 
konnte. Während unter der Applikation der hypoosmolaren Lösung die alleinigen 
Expressionen von gpH1R (Abbildung 3.8F) und hTRPC6 (Abbildung 3.8E) in HEK293-
Zellen keine hohen Manganquenchraten aufwiesen (gpH1R: 0,22 ± 0,01% s-1, n = 32, 
hTRPC6: 0,18 ± 0,01% s-1, n = 58), zeigten Koexpressionen von gpH1R mit hTRPC6 
(Abbildung 3.8G) mehr als doppelt so hohe Manganquenchraten von 0,54 ± 0,05% s-1 
(n = 29). Zusammenfassend sind die Änderungen der Manganquenchraten durch 
hypoosmolare Stimulation an untransfizierten, EYFP, gpH1R, rM5R, hTRPC6 und 
gpH1R mit hTRPC6 exprimierenden HEK293-Zellen in Abbildung 3.8H dargestellt. Die 
Änderungen der Manganquenchraten von untransfizierten, EYFP, gpH1R, rM5R, 
hTRPC6 exprimierenden HEK293-Zellen waren nicht signifikant unterschiedlich 
(P > 0,05, Einwege-ANOVA). Die signifikant erhöhte Änderung der Manganquenchrate 
(P < 0,001, Einwege-ANOVA) von 0,46 ± 0,05% s-1 bei gpH1R und hTRPC6 
koexprimierenden Zellen (n = 29), offenbart einen divalenten Kationeneinstrom aus 
dem Extrazellulärraum und erklärt damit deren signifikant erhöhte, freie [Ca2+]i 
(Abbildung 3.8D). Das bedeutet, dass sich die transiente Calciumerhöhung bei 
alleiniger Rezeptorexpression auf Calciumfreisetzungen aus intrazellulären Speichern 
begründet. Die anstelle hypoosmolarer Stimulation durchgeführte Agonistenstimulation 
mit der maximalen Wirkkonzentration an Histamin bei gpH1R und hTRPC6 
koexprimierenden HEK293-Zellen (Abbildung 3.8H, grauer Balken) wies die höchste 
Änderung der Manganquenchrate auf (1,23 ± 0,18% s-1, n = 12) und war im Vergleich 
zur hypoosmolaren Stimulation mit P < 0,001 höchst signifikant unterschiedlich. Der 
Grund für diesen deutlichen Unterschied in der Änderung der Manganquenchrate 
könnte darin liegen, dass der gewählte hypoosmolare Stimulus von 250 mOsm kg-1 
submaximal wirkt. Mit dieser Begründung bleibt jedoch ungeklärt, warum die transiente 
Calciumerhöhung bei der Histaminstimulation gegenüber der osmotischen Stimulation 
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nicht deutlicher erhöht ist. Abschießend lässt sich sagen, dass die Ergebnisse dieser 
Experimente darauf hindeuten, dass der TRPC6 keine offensichtliche perzipierende 
Funktion in der Mechanosensorik besitzt, aber eine Verstärkerfunktion in dieser Signal-
transduktion haben könnte. Außerdem zeigen diese Ergebnisse, dass die oben ge-
nannten überexprimierten Gq/11-Protein-gekoppelten Rezeptoren möglicherweise eine 
Rolle in der Mechanosensorik spielen. 
3.2.2 Osmotisch bedingte Membrandehnung aktiviert TRPC3-, 6- und 7-
Kanäle 
In einem weiteren unabhängigen Experiment sollte untersucht werden, ob TRPC6-
Kanäle tatsächlich in der durch die osmotisch bedingte Membrandehnung ausgelösten 
Signalkaskade involviert sind. Dazu wurden Patch-Clamp-Messungen in der Ganz-
zellkonfiguration unter den gleichen Bedingungen wie bei den fluorimetrischen Calci-
ummessungen durchgeführt. Strom-Spannungsbeziehungen, die dazu dienen Kanäle 
zu charakterisieren, wurden über trianguläre Spannungsrampen von -100 bis +60 mV 
gewonnen und gleichzeitig wurden Stromzeitverläufe bei ±60 mV dokumentiert. Die 
Stimulation mit hypoosmolarer Lösung führte bei der Koexpression von gpH1R mit 
TRPC6 in HEK293-Zellen zur raschen Ausbildung von transienten Auswärts- und 
Einwärtsströmen bei Haltepotentialen von ±60 mV (Abbildung 3.9A, kleiner Graph) mit 
für den TRPC6 charakteristischen Strom-Spannungsbeziehungen, gekennzeichnet 
durch einen sogenannten doppeltrektifizierenden Verlauf und ein Umkehrpotential 
nahe 0 mV. Die exemplarischen Strom-Spannungsbeziehungen vor und während der 
Applikation von hypoosmolarer Badlösung und bei nachfolgender Agonistenstimulation 
mit Histamin als Expressionskontrolle sind in Abbildung 3.9A dargestellt. Wie im Falle 
der Calciummessungen konnten bei alleiniger Expression von hTRPC6 in HEK293-
Zellen keine TRPC6-Ströme durch die gewählte osmotisch bedingte Membrandehnung 
beobachtet werden. Eine Expressionskontrolle erfolgte über die Applikation des 
membranpermeablen DAG-Analogon OAG, was zu einer direkten, rezeptorunab-
hängigen Aktivierung von TRPC6 führte (Abbildung 3.9C). Eine Kotransfektion von 
gpH1R mit hTRPC6 und einer dominant-negativen hTRPC6-Mutante in einem pcDNA-
Verhältnis von 1:1 an HEK293-Zellen unterdrückte vollständig die TRPC6-Aktivierung 
durch Stimulation mit hypoosmolarer Lösung und mit Histamin (Abbildung 3.9C), was 
zum einen zeigt, dass diese Porenmutante tatsächlich funktionell ist und zum anderen, 
dass keine endogenen Kationenkanäle an den Stromantworten beteiligt sind. 
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Abbildung 3.9: Membrandehnung aktiviert TRPC3-, 6- und 7-Ströme bei H1R koexprimierenden 
HEK293-Zellen. Jeweils eine exemplarische konventionelle Ganzzellableitung von hTRPC6 und gpH1R 
(A, n = 10), hTRPC6 und eine dominant-negativen TRPC6-Mutante (TRPC6dn) und gpH1R (B, n = 4), 
hTRPC6 (C, n = 5), hTRPC3 und gpH1R (D, n = 8) und hTRPC7 und gpH1R (E, n = 7) exprimierenden 
HEK293-Zellen ist dargestellt. Repräsentative Strom-Spannungsbeziehungen sind zu sehen vor und 
während der Applikation von hypoosmolarer Lösung (250 mOsm kg-1) und von 100 µM Histamin (A, B, D, 
E) oder von 100 µM OAG (C). Die kleinen Graphen zeigen die Stromzeitverläufe bei Haltepotentialen von 
±60 mV. Der schwarze Balken steht für die Dauer der Applikation von hypoosmolarer Lösung, der 
hellgraue für Histamin (A, B, D, E) und der graue für OAG (C). Die gestrichelten Linien stellen das 
Nullstromniveau dar. Die Skalierung beträgt 50 s und 100 pA (A und B), 50 s und 200 pA (C und D) und 
50 s und 1 nA (E).  
 
Um die Frage zu klären, ob die osmotisch induzierte Aktivierung eine exklusive 
Eigenschaft des TRPC6 ist, wurden die nahe verwandten, ebenfalls DAG-sensitiven 
Kanäle TRPC3 und TRPC7 hinsichtlich ihrer Aktivierbarkeit untersucht. Beide Kanäle, 
Ergebnisse  56 
koexprimiert mit dem gpH1R, ließen sich durch eine Stimulation mit hypoosmolarer 
Lösung aktivieren und zeigten dabei ihre charakteristischen Strom-Spannungsbezie-
hungen und Basalaktivitäten (Abbildung 3.9D und 3.9E). Zusammenfassend lässt sich 
sagen, dass die Ergebnisse der oben genannten Patch-Clamp-Experimente die 
Ergebnisse der Manganquench-Experimente bestätigen und damit eine direkte 
Beteiligung des TRPC6 am osmotisch induzierten Calciumeinstrom zeigen. Darüber-
hinaus konnte gezeigt werden, dass die gesamte DAG-sensitive Kanalfamilie TRPC3, 
-6 und -7 das Potential hat, bei osmotisch bedingter Membrandehnung zu aktivieren 
unter der Voraussetzung einer Überexpression von Gq/11-Protein-gekoppelten Rezep-
toren. 
3.2.3 Direkte Membrandehnung induziert die Aktivierung von TRPC6 
Die bisher verwendete Stimulation der osmotisch bedingten Membrandehnung kann 
unerwünschte Wirkungen in der Zelle zeigen, wie zum Beispiel Veränderungen des 
Zytoskeletts durch den Wassereintritt. Um dies auszuschließen, wurden zwei weitere 
Stimulationen zur Membrandehnung eingesetzt, die keinen Wassereintritt bewirkten. 
Bei hTRPC6 und gpH1R koexprimierenden HEK293-Zellen wurde in der Ganzzell-
konfiguration zum einen ein positiver Druck von 5 bis 10 cmH2O über die Pipette 
appliziert und zum anderen eine vertikale Verschiebung der Pipette um 8 bis 10 µm 
nach oben durchgeführt – jeweils als Druck oder Zug bedingte Membrandehnung 
bezeichnet. Bei beiden Stimuli kam es zur Aktivierung von TRPC6-Kanälen mit den 
eindeutigen elektrischen Charakteristika (Abbildung 3.10). Im Fall der Druck bedingten 
Membrandehnung zeigten sich meist die typischen Aktivierungs- und Inaktivierungs-
kinetiken wie bei einer Agonist bedingten Rezeptorstimulation, während im Fall der Zug 
bedingten Membrandehnung immer auffällig langsame Aktivierungs- und Inaktivier-
ungskinetiken auftraten, die wahrscheinlich durch eine mehr lokal auftretende Mem-
branspannung begründet sind. Ein weiterer deutlicher Unterschied bestand in der 
Erfolgsrate der Aktivierung durch die beiden Stimuli. Bei 40 stabilen Ableitungen zeigte 
die Druck bedingte Membrandehnung eine Erfolgsrate von 30%, hingegen zeigte bei 
25 stabilen Ableitungen die Zug bedingte Membrandehnung nur eine Erfolgsrate von 
12%. Die geringere Erfolgsrate kann als nicht gleichmäßig verteilte Membranspannung 
der Zug bedingten Membrandehnung interpretiert werden. Die Ergebnisse aus diesen 
Experimenten zeigen, dass Membrandehnungen - egal ob sie osmotisch, Druck oder 
Zug bedingt sind - DAG-sensitive TRPC-Kanäle bei Überexpression mit Gq/11-
gekoppelten Rezeptoren aktivieren können. Aufgrund der höheren Effektivität und der 
leichteren Handhabung wurde der Stimulus der osmotisch bedingten Membrandeh-
nung bei den folgenden Experimenten weiterhin benutzt. 
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Abbildung 3.10: Druck und Zug bedingte Membrandehnungen aktivieren TRPC6-Kanäle bei Rezep-
torkoexpression. Exemplarische Ganzzellableitungen von gpH1R und hTRPC6 koexprimierenden 
HEK293-Zellen sind dargestellt mit positivem Pipettendruck von 5-10 cmH2O (A, n = 12, Druck bedingte 
Membrandehnung) und mit vertikaler Verschiebung der Pipette um 8-10 µm (B, n = 3, Zug bedingte 
Membrandehnung). Strom-Spannungsbeziehungen vor (hellgrau) und während direkter Membrandehnung 
(schwarz) sind abgebildet. Die kleinen Graphen stellen die Auswärts- und Einwärtsströme bei Halte-
potentialen von ±60 mV dar. Die schwarzen Balken stehen für die Dauer der Membrandehnungen. Ge-
strichelte Linien zeigen den Verlauf des Nullstroms. Die Skalierung betragen 50 s und 500 pA (A) und 
100 s und 200 pA (B). 
3.2.4 TRPC6-Kanäle sind nicht klassisch mechanosensitiv 
Die Arbeitsgruppe von Donald Gill hatte im Jahr 2006 den TRPC6 als mechano-
sensitiven Kanal charakterisiert (Spassova et al., 2006), was konträr zu unseren bis 
dato gewonnenen Ergebnissen war, die sich aus den oben beschriebenen Ganzzell-
ableitungen und Calciummessungen ergaben. Aufgrund dieser Diskrepanz wurden 
klassische Protokolle herangezogen, um die Mechanosensitivität von Ionenkanälen zu 
verifizieren. Hierzu wurden auf der Einzelkanalebene kontinuierlich TRPC6-Kanäle im 
isolierten Membranfleck unter definierten Drücken in der inside-out-Konfiguration 
untersucht. Als erstes wurde ein Sog von 10 cmH2O über die Patchpipette gewählt, der 
zu einer Membranspannung führt, die genauso groß ist wie bei der Druck bedingten 
Membrandehnung in der Ganzzellkonfiguration. Um die Aktivierung von endogenen, 
mechanosensitiven Chloridkanälen zu unterdrücken, wurde die Chloridionenkonzen-
tration von Bad- und Pipettenlösung auf 10 mM reduziert. Zusätzlich wurde der Chlorid-
kanalblocker NPPB (50  µM) in der Badlösung eingesetzt. Ohne diese Maßnahmen 
konnten große, instantan auftretende Chloridkanalströme mit Amplituden von 4 bis 
5 pA bei -60 mV und einer Leitfähigkeit von ungefähr 70 pS durch Sogapplikation von 
10 cmH2O hervorgerufen werden. In fünf stabilen Ableitungen der Membranflecken von 
hTRPC6 exprimierenden HEK293-Zellen konnte keine signifikanten Änderungen der 
Kanalaktivität beobachtet werden, weder instantan bei Sogapplikation noch nach mehr 
als einer Minute. Erst eine Applikation von SAG in maximaler Wirkkonzentration 
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während der Sog bedingten Membrandehnung führte zu charakteristischen TRPC6-
Einzelkanalaktivitäten (Hofmann et al., 1999; Jung et al., 2002) mit einer Einzelkanal-
amplitude von -1,7 pA bei -60 mV und einer mittleren Offenzeit von 0,13 ± 0,01 ms 
(Abbildung 3.11A). Interessanterweise spiegeln die konsekutiven Offenwahrscheinlich-
keiten (NPo) zwischen 0,011 und 0,032 bei Sogapplikation vor der SAG-Applikation 
(Abbildung 3.11B, oben) die niedrigen TRPC6-Basalaktivitäten in der Ganzzellkonfi-
guration von weniger als 5% wider (Dietrich et al., 2003). Sogar eine Erhöhung des 
Sogs auf bis zu 70 cmH2O führte nicht zu einer gesteigerten instantanen TRPC6-
Kanalaktivität (Abbildung 3.11B, unten). In den vier untersuchten stabilen Ableitungen, 
die eine erhöhte Kanalaktivität unter SAG-Applikation zeigten, kam es 15 s lang nach 
erfolgter Sogapplikation zu keiner signifikanten Kanalaktivitätsveränderung. Bei zwei 
Ableitungen kam es erst nach 15 s zu einem langsamen, in die Sättigung gehenden 
Anstieg der NPo-Werte bis zu 0,25. Die anschließende SAG-Applikation zeigt, dass die 
verzögerte und langsame Kanalaktivitätssteigerung deutlich submaximal war (Abbil-
dung 3.11B, unten und 3.11C), d.h. dass die hier angelegte, hohe Membranspannung 
offenbar nicht ausreicht, um den TRPC6 mechanisch zu aktivieren. Die Ergebnisse 
zeigen, dass der TRPC6-Kanal nicht als klassischer, mechanosensitiver Kationenkanal 
gelten kann, weil er erstens nicht durch die hervorgerufene physiologische Membran-
spannung aktivierte und zweitens keine instantane Reaktion zeigte. 
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3.2.5 Membrandehnung erhöht die Produktion von Inositolphosphaten 
Aus den oben aufgeführten Experimenten ergibt sich, dass der TRPC6 wohl nicht 
mechanosensitiv ist, aber in der Mechanotransduktion eine Verstärkerfunktion besitzt. 
Außerdem zeigen diese Experimente, dass überexprimierte Gq/11-gekoppelte Rezep-
toren in der Signalkaskade involviert sind. Um dies zu prüfen, wurde als methodisch 
unabhängiges Experiment die Produktion von Inositolphosphaten (IP) in gpH1R expri-
mierenden COS-7-Zellen als Maß für die Rezeptoraktivierungen gemessen. Hierbei 
wurde die Stärke der osmotisch bedingten Membrandehnung variiert und mit Histamin 
in maximaler Wirkkonzentration verglichen, um das Ausmaß der Rezeptoraktivierungen 
auf der Vielzellebene zu bewerten. Die verschieden starken hypoosmolaren Lösungen 
(250, 200, 150 und 100 mOsm kg-1) verursachten einen gradierten Anstieg in der IP-
Produktion. Dabei führte eine Erniedrigung der Osmolarität auf 250 mOsm kg-1 bereits 
zu einer signifikanten Erhöhung der IP-Produktion (P < 0,05 bei drei unabhängigen 
Experimenten). Die IP-Produktion durch Agonistenstimulation mit Histamin unter iso-
osmolaren Bedinungen (300 mOsm kg-1) war am höchsten und vergleichbar mit der 
durch 100 mOsm kg-1 erreichten IP-Produktion (Abbildung 3.12). In Analogie zu den 
Experimenten mit COS-7-Zellen wurden auch Experimente mit gpH1R exprimierenden 
HEK293-Zellen durchgeführt, wobei sich ebenfalls gradierte Erhöhungen der IP-Pro-
duktion zeigten, allerdings mit deutlich höheren basalen IP-Werten (Daten sind nicht 
dargestellt), so dass dieses Phänomen als zellsystemunabhängig gelten kann. Hiermit 
konnte eine Korrelation von unterschiedlich starken Membranspannungen, verursacht 











































Abbildung 3.12: Osmotisch bedingte Membrandehnung erhöht die Inositolphosphatproduktion. Die 
Zusammenfassung von drei unabhängigen Experimenten mit gpH1R exprimierenden COS-7-Zellen ist 
dargestellt. Die IP-Produktion wurde normiert auf die Applikation von isoosmolarer (300 mOsm kg-1) 
Lösung. Die verschieden starken, hypoosmolaren Lösungen sind zu sehen. Der rechte Balken zeigt den 
Maximaleffekt durch Agonistenstimulation mit 100 µM Histamin. 
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3.2.6 Membrandehnung aktiviert die Phospholipasen C und G-Proteine 
Aufgrund der oben gezeigten Akkumulation von Inositolphosphaten durch die 
osmotisch bedingte Membrandehnung liegt es nahe, eine Beteiligung von PLC an der 
Mechanotransduktion zu untersuchen. Bei gpH1R und hTRPC6 koexprimierenden 
HEK293-Zellen wurde die PLC in der Signaltransduktionskaskade mittels Infusionen 
mit dem PLC-Inhibitor U73122 gehemmt. Als Kontrolle diente der inaktive PLC-Inhibitor 
U73343, der ebenfalls infundiert wurde. 10 µM U73122 in der Pipettenlösung unter-
drückten vollständig die TRPC6-Aktivierungen durch konsekutive Stimulation mit hypo-
osmolarer Lösung und mit 100 µM Histamin (Abbildung 3.13A). Im Gegensatz dazu 
aktivierten TRPC6-Kanäle unbeeinflusst in Anwesenheit von 10 µM U73343 (Abbildung 
3.13B). Bei zwei zusätzlichen Experimenten mit U73122 in der Pipettenlösung wurde 
OAG zur Expressionskontrolle eingesetzt. Somit lässt sich sagen, dass Membran-
dehnung zur PLC-Aktivierung führt und dass die PLC vermutlich eine wichtige Rolle in 
der Mechanotranduktion spielen. 







































Abbildung 3.13: Aktivierung von PLC durch Membrandehnung. Jeweils eine exemplarische konven-
tionelle Ganzzellableitung von gpH1R und hTRPC6 koexprimierenden HEK293-Zellen mit 10 µM U73122 
(A, n = 5) und mit 10 µM U73343 in der Pipettenlösung (B, n = 4) ist zu sehen. Die Strom-Spannungs-
beziehungen vor, während hypoosmolarer Stimulation mit 250 mOsm kg-1 und während Rezeptor-
stimulation mit 100 µM Histamin sind dargestellt. Die kleinen Graphen zeigen die Stromzeitverläufe der 
Auswärts- und Einwärtsströme bei ±60 mV. Die Dauer der hypoosmolaren Stimulation und die Dauer der 
Agonistenstimulation mit Histamin sind eingezeichnet. Gestrichelte Linien zeigen den Verlauf des 
Nullstroms. Die Skalierung beträgt 500 pA und 50 s.  
Üblicherweise werden die PLC durch G-Proteine aktiviert. Um zu untersuchen, ob 
G-Proteine in der Mechanotransduktion eine Rolle spielen, wurde der Signalweg auf 
der Ebene der G-Proteine blockiert. Dazu wurde das nicht-hydrolysierbare GDP-
Analogon GDP-β-S (2 mM) über die Pipette in gpH1R und hTRPC6 koexprimierende 
HEK293-Zellen infundiert. Dabei verhinderte GDP-β-S, welches die GDP-Form 
stabilisiert und auf diese Weise zu einer Inaktivierung des G-Proteins führt, vollständig 
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sowohl die Aktivierungen durch osmotisch bedingte Membrandehnung als auch die 
Aktivierung über Histamin (Abbildung 3.14). Diese Ergebnisse zeigen, dass die G-
Proteinaktivierung ein wichtiger Schritt in der durch Membrandehnung ausgelösten 






















Abbildung 3.14: Aktivierung von G-Proteinen durch Membrandehnung. Eine exemplarische Ganzzell-
ableitung von gpH1R und hTRPC6 koexprimierenden HEK293-Zellen ist dargestellt mit 2 mM GDP-β-S in 
der Pipettenlösung (n = 11). Strom-Spannungsbeziehungen vor, während hypoosmolarer Stimulation und 
während Agonistenstimulation mit 100 µM Histamin sind zu sehen. Der kleine Graph zeigt die Stromzeit-
verläufe des Auswärts- und Einwärtsstroms bei ±60 mV. Die hypoosmolare Stimulation und die Agonisten-
stimulation mit Histamin sind markiert. Die gestrichelte Linie zeigt den Verlauf des Nullstroms. Die 
Skalierung beträgt 500 pA und 50 s. 
Um zu unterscheiden, ob auch in HEK293-Zellen endogen exprimierte Gi/o-Proteine 
einen Beitrag an der Aktivierung durch Membrandehnung leisten, wurde Pertussistoxin 
(PTX) als Entkoppler der Gi/o-Proteine vom Rezeptor eingesetzt. Somit kann die 
Bindung und Aktivierung von Gi/o-Proteinen verhindert werden. Inkubationen von 
gpH1R und hTRPC6 koexprimierenden HEK293-Zellen mit 100 ng ml-1 PTX für 16 
Stunden hatten keinen Einfluss auf die Stromamplifikationen durch osmotisch bedingte 
Membrandehnung und durch Agonistenstimulation mit Histamin (Abbildung 3.15). 
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass endogene Gi/o-Proteine vermutlich keine 
entscheidende Rolle bei der Aktivierung durch Membrandehnung spielen. 
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Abbildung 3.15: Endogene Gi/o-Protein spielen eine untergeordnete Rolle bei der Aktivierung durch 
Membrandehnung. Eine exemplarische konventionelle Ganzzellableitung mit gpH1R und hTRPC6 koex-
primierenden HEK293-Zellen nach Inkubation mit 100 ng ml-1 Pertussistoxin für 16 Stunden ist dargestellt 
(n = 3). Strom-Spannungsbeziehungen vor, während hypoosmolarer Stimulation und während Agonisten-
stimulation mit Histamin sind zu sehen. Der kleine Graph zeigt die Stromzeitverläufe des Auswärts- und 
Einwärtsstroms bei ±60 mV. Die Applikation von hypoosmolarer Lösung und die Applikation des Agonisten 
Histamin (100 µM) sind eingezeichnet. Die gestrichelte Linie repräsentiert den Verlauf des Nullstroms. Die 
Skalierung beträgt 500 pA und 50 s. 
3.2.7 Endogene Rezeptortyrosinkinasen sind nicht an der Aktivierung 
durch Membrandehnung beteiligt 
Da endogene Tyrosinkinasen in die Mechanotransduktion involviert sein können (siehe 
Diskussion), wurde bei gpH1R und hTRPC6 koexprimierenden HEK293-Zellen mittels 
drei verschiedener Tyrosinkinaseinhibitoren deren Einfluss auf die Aktivierung durch 
osmotisch bedingte Membrandehnung analysiert. Folgende drei Inhibitoren wurden 
eingesetzt: erstens AG1478, ein bei einer Konzentration von 100 nM selektiver 
„epidermal growth factor“-Rezeptor-Inhibitor, zweitens Genistein, ein nicht-selektiver 
Tyrosinkinaseinhibitor mit einem breiteren Hemmspektrum und drittens PP2, ein 
selektiver Inhibitor von Src-Kinasen, die zur Gruppe der cytoplasmatischen Tyrosin-
kinasen zählen. 10- bis 15minütige Inkubationen mit 100 nM AG1478 oder mit 10 µM 
Genistein hatten keinen Einfluss auf die Stromamplifikationen durch Membrandehnung 
(Abbildung 3.16A und 3.16B). Sowohl die Applikation von hypoosmolarer Lösung als 
auch die nachfolgende Applikation von Histamin führten zu unbeeinflussten TRPC6-
Aktivierungen. Ebenso hatten Inkubationen mit 1 µM PP2 für 30 min keinen Einfluß auf 
die charakteristischen TRPC6-Stromantworten nach Stimulation weder mit hypoosmo-
larer Lösung noch mit Histamin (Abbildung 3.16C). Diese Befunde weisen darauf hin, 
dass endogene Rezeptortyrosinkinasen in diesem Fall offenbar nicht an der Mechano-
transduktion beteiligt sind. 
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Abbildung 3.16: Endogene Rezeptortyrosinkinasen sind nicht beteiligt an der Aktivierung durch 
Membrandehnung. Jeweils eine exemplarische Ganzzellableitung von gpH1R und hTRPC6 koexprimier-
enden HEK293-Zellen ist abgebildet (A-C, linke Seite). Die Zellen wurden vorinkubiert mit 100 nM AG1478 
(A, n = 6) für 10 bis 15 min, mit 10 µM Genistein (B, n = 7) für 10 min oder mit 1 µM PP2 (C, n = 4) für 
30 min. Strom-Spannungsbeziehungen vor, während hypoosmolarer Stimulation und während Agonisten-
stimulation mit 100 µM Histamin sind zu sehen. Die kleinen Graphen stellen die Stromzeitverläufe bei 
±60 mV dar. Die Dauer der hypoosmolaren Stimulation und der Stimulation mit Histamin ist eingezeichnet. 
Die gestrichelten Linien repräsentieren den Verlauf des Nullstroms. Die Skalierung beträgt 500 pA und 
50 s. Die jeweiligen Zusammenfassungen der Stromdichten sind rechts dargestellt. Die Stromdichten 
wurden bei Haltepotentialen von ±60 mV vor, während hypoosmolarer Stimulation und während Stimula-
tion mit Histamin bestimmt. 
3.2.8 Gq/11-gekoppelte Rezeptoren sind involviert in die 
Mechanosensorik 
Die Ergebnisse der bisher beschriebenen Experimente verifizieren die Aktivierung der 
klassischen Transduktionsmoleküle Gq/11-Proteine und PLC als notwendige Schritte in 
der Mechanotransduktion. Diese werden in der Regel durch Gq/11-Protein-gekoppelte 
Rezeptoren aktiviert. Daher stellte sich die Frage, ob Gq/11-Protein-gekoppelte Rezep-
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toren direkt durch Membrandehnung aktiviert werden und ob inverse Agonisten bzw. 
Antagonisten diese Aktivierung hemmen. 
3.2.8.1 Diphenhydramin unterdrückt die membrandehnungsinduzierte 
Aktivierung von H1R 
Dazu wurde als erstes der klassische kompetitive H1R Antagonist Diphenhydramin 
(100 µM) an gpH1R und hTRPC6 koexprimierenden HEK293-Zellen untersucht. Inter-
essanterweise konnte der Antagonist die osmotisch bedingten TRPC6-Aktivierungen 
unterdrücken (Abbildung 3.17A). Nach dem Auswaschen von Diphenhydramin wurde 
als Kontrolle entweder Histamin oder hypoosmolare Lösung appliziert. Diese Kontroll-
applikationen führten stets zu deutlich größeren TRPC6-Aktivierungen als unter 
Diphenhydramin. Die Stromdichten unter dieser Kontrollstimulation mit Histamin waren 
nicht signifikant unterschiedlich, unabhängig von einer vorhergehenden Diphen-
hydraminapplikation (P = 0,56 in Auswärts- und P = 0,55 in Einwärtsrichtung, ver-
gleiche graue Balken in Abbildung 3.17B und 3.17C). Damit konnten unterschiedliche 
Expressionshöhen von Kanal- und Rezeptorproteinen in der Zellmembran ausge-
schlossen werden. Bei fünf von insgesamt 14 Messungen ergab sich nach dem Aus-
waschen von Diphenhydramin durch eine zweite Stimulation mit hypoosmolarer 
Lösung eine signifikante Stromdichtenerhöhung bei ±60 mV (P < 0,05) im Vergleich zur 
zweiten Kontrollstimulation mit Histamin, die bei den restlichen 9 Messungen durch-
geführt wurde (Abbildung 3.17B). Diese Ergebnisse untermauern, dass Diphen-
hydramin eine Suppression der Rezeptoraktivierung durch osmotisch bedingte 
Membrandehnung bewirkt. Ein weiterer statistischer Vergleich zwischen den Stimu-
lationen mit hypoosmolarer Lösung in An- und Abwesenheit von Diphenhydramin 
(Abbildung 3.17B und 3.17C) zeigt eine signifikante Erniedrigung der Stromdichten in 
Auswärts (P < 0,001)- und Einwärtsrichtung (P < 0,01) bei ±60 mV. Jedoch kommt es 
nicht zur vollständigen Unterdrückung der Stromantworten durch den Antagonisten in 
seiner maximalen Wirkkonzentration, denn es sind signifikante Stromerhöhungen in 
Auswärts-(P < 0,05) und Einwärtsrichtung (P < 0,01) gegenüber den Ausgangsströmen 
nachweisbar (Abbildung 3.17B). Dies ist wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass 
Diphenhydramin in seiner hohen maximalen Wirkkonzentration keine starke anta-
gonistische Potenz besitzt. Außerdem zeigten die untersuchten transfizierten HEK293-
Zellen vor Applikation der hypoosmolaren Lösungen keine signifikanten Unterschiede 
der Stromdichten in Auswärts- (P = 0,25) und Einwärtsrichtung (P = 0,82), so dass eine 
Vergleichbarkeit zwischen den Messungen der einzelnen Zellen gewährt ist (Abbildung 
3.17C und 3.17B). Durch einen selektiven Antagonisten konnte hier zum ersten Mal 
gezeigt werden, dass tatsächlich eine Rezeptoraktivierung durch Membrandehnung 
verursacht wird.  
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Abbildung 3.17: Diphenhydramin unterdrückt die H1R-Aktivierungen durch osmotisch bedingt 
Membrandehnung. Eine exemplarische Ganzzellableitung von gpH1R und hTRPC6 koexprimierenden 
HEK293-Zellen ist dargestellt (A, n = 9). Strom-Spannungsbeziehungen vor, während hypoosmolarer 
Stimulation unter 100 µM Diphenhydramin (DPH) und während Agonistenstimulation mit 100 µM Histamin 
sind zu sehen. Der kleine Graph stellt die Stromzeitverläufe bei ±60 mV dar. Die Dauer der hypoosmolaren 
Stimulation, der Histaminapplikation und der Applikation von Diphenhydramin sind eingezeichnet. Die 
gestrichelte Linie repräsentiert den Verlauf des Nullstroms. Die Skalierung beträgt 200 pA und 50 s. B und 
C, Die Zusammenfassungen der Stromdichten bei ±60 mV mit (B) und ohne Diphenhydramin (C) sind 
dargestellt. Die Stromdichten vor (B und C), während hypoosmolarer Stimulation in Anwesenheit (B) und 
in Abwesenheit (C) von Diphenhydramin, während Agonistenstimulation mit Histamin und während einer 
zweiten hypoosmolaren Stimulation nach dem Auswaschen von Diphenhydramin sind zu sehen. Die 
Zahlen über den Balken repräsentieren die Anzahl der gemessenen Zellen (B). 
3.2.8.2 Atropin unterdrückt M5R-Aktivierung durch osmotisch bedingte 
Membrandehnung 
Aktivieren auch andere Gq/11-gekoppelte Rezeptoren durch Membrandehnung? Dazu 
wurde der rM5R verwendet, der in Neuronen (Vilaro et al., 1990) und vermutlich im 
Endothel von Gehirnarterien vorkommt (Wess, 2004). Bei rM5R und hTRPC6 koexpri-
mierenden HEK293-Zellen führte sowohl die Stimulation mit hypoosmolarer Lösung als 
auch die Agonistenstimulation mit Carbachol in der maximalen Wirkkonzentration von 
100 µM zu etwa gleich starken TRPC6-Aktivierungen (Abbildung 3.18A). Atropin, 
allgemein als klassischer Antagonist bekannt, aber als inverser Muskarinrezeptor 
Agonist seit 1997 von Burstein et al. klassifiziert (Burstein et al., 1997), unterdrückte 
die Stromantworten durch osmotisch bedingte Membrandehnung konzentrations-
abhängig. Während 100 nM Atropin die Rezeptoraktivierung nicht vollständig 
supprimierte (Abbildung 3.18B), führte die maximale Hemmkonzentration von 1 µM 
Atropin zu einer fast vollständigen Unterdrückung der Stromantwort (Abbildung 3.18C). 
Eine zweite Aktivierung mit Carbachol gelang nur bei der Applikation von 100 nM 
Atropin, da es sich hier durch Superfusion auswaschen ließ. 1 µM Atropin konnte nicht 
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ausgewaschen werden, so dass die zweite Stimulation als Expressionskontrolle rezep-
torunabhängig mittels OAG erfolgte. Diese Ergebnisse zeigen zum einen, dass die 
Rezeptoraktivierung durch osmotisch bedingte Membrandehnung keine exklusive Ei-
genschaft des H1R ist und zum anderen, dass ein inverser Agonist diese Rezeptor-
aktivierung potent hemmen kann. 



















































































































































Abbildung 3.18: Atropin unterdrückt rM5R-Aktivierungen durch osmotisch bedingte Membrandeh-
nung. Jeweils eine exemplarische Ganzzellableitungen von rM5R und hTRPC6 koexprimierenden 
HEK293-Zellen ist dargestellt (A-C, linke Reihe). Die Strom-Spannungbeziehungen vor, während hypo-
osmolarer Stimulation ohne (A), mit 100 nM Atropin (B) oder mit 1 µM Atropin (C) und während der Rezep-
torstimulation mit 100 µM Carbachol (A und B) oder während der rezeptorunabhängigen Aktivierung mit 
100 µM OAG (C) werden dargestellt. Die kleinen Graphen stellen Stromzeitverläufe bei ±60 mV dar. Die 
Applikationen von hypoosmolarer Lösung, von Carbachol (A und B) oder von OAG (C) und die Applikation 
von Atropin sind eingezeichnet. Die gestrichelten Linien geben den Verlauf des Nullstroms an. Die Ska-
lierungen bertragen 200 pA und 50 s (A und B) und 1 nA und 50 s (C). A-C, rechts, Die dazugehörigen 
Zusammenfassungen der Stromdichten sind dargestellt. Die Stromdichten wurden bei ±60 mV vor, 
während hypoosmolarer Lösung und während Carbachol (A und B) oder OAG (C) in Anwesenheit (B und 
C) und Abwesenheit (A) von Atropin ermittelt. 
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Mit Hilfe von Ganzzellableitungen konnte auf der Einzelzellebene gezeigt werden, 
dass Atropin die Rezeptoraktivierung durch osmotisch bedingte Membrandehnung 
potent unterdrückt. In wieweit Atropin verschieden starke Rezeptoraktivierungen durch 
osmotisch bedingte Veränderungen der Membranspannungen hemmen kann, wurde 
auf der Vielzellebene über die oben erwähnte IP-Produktion bestimmt. In gleicher 
Weise wie gpH1R- zeigten rM5R exprimierende COS-7-Zellen eine stärkere Erhöhung 
der IP-Produktion bei höheren Membranspannungen (Abbildung 3.19A). Erstaun-
licherweise führte die maximale Hemmkonzentration von Atropin (1 µM) bei allen unter-
schiedlich starken Membranspannungen zu einer Suppression der IP-Produktion auf 
basale Werte (Abbildung 3.19B). Als Expressionskontrolle wurde stets eine Agonisten-
stimulation mit 100 µM Carbachol herangezogen, um das Maß der Suppression abzu-
schätzen. Diese Daten zeigen, dass Atropin Rezeptoraktivierungen durch hohe Mem-



















































































































Abbildung 3.19: rM5R-Aktivierungen durch osmostisch bedingte Membrandehnungen erhöhen die 
IP-Produktion. Jeweils eine von drei unabhängigen Experimenten mit rM5R exprimierenden COS-7-Zellen 
ist dargestellt. Bei jedem Experiment wurde eine Sechsfachbestimmung durchgeführt. Die IP-Produktion 
wurde normiert auf die isoosmolare Lösung mit 300 mOsm kg-1. Dargestellt sind die unterschiedlich 
starken hypoosmolaren Lösungen ohne (A) und mit 1 µM Atropin (B). Die Agonistenstimulation mit 100 µM 
Carbachol diente jeweils der Ermittlung des Maximaleffekts. 
3.2.9 Rolle der vasokonstriktorischen Gq/11-gekoppelten Rezeptoren in 
der Mechanosensorik 
Die bisher untersuchten Gq/11-gekoppelten Rezeptoren, gpH1R und rM5R, haben sich 
mit unterschiedlichen Methoden als mechanosensitiv herausgestellt. Da klassische 
vasokonstriktorische Gq/11-gekoppelte Rezeptoren für die Gefäßregulation eine wichtige 
Rolle spielen, stellte sich die Frage, ob diese Gefäßregulation allein auf Agonisten-
stimulation zurückzuführen ist und ob sie eine agonistenunabhängige, mechano-
sensitive Komponente besitzt. 
Ergebnisse  69 
3.2.9.1 Darusentan unterdrückt die membrandehnungsinduzierte Endothelin-
A-Rezeptor (ETAR)-Aktivierung 
Im Gegensatz zu den Gq/11-gekoppelten ETBRs, die im Endothel exprimiert sind und 
vorwiegend eine vasodilatatorische Funktion ausüben, sind die Gq/11-gekoppelten 
ETARs vorwiegend in der Gefäßmuskulatur exprimiert und vermitteln dort eine Vaso-
konstriktion. In Analogie zu gpH1R und rM5R zeigten elektrophysiologische Einzelzell-
untersuchungen an hETAR und hTRPC6 koexprimierenden HEK293-Zellen Rezeptor-
aktivierungen durch osmotisch bedingte Membrandehnung (Abbildung 3.20A). Diese 
Rezeptoraktivierungen ließen sich durch den selektiven ETAR-Antagonisten Daru-
sentan in einer Konzentration von 10 µM unterdrücken. Konzentrationen von 100 nM 
und 1 µM Darusentan, die maximal hemmen sollten, supprimierten jedoch die TRPC6-
Stromantworten nur teilweise. Darusentan hat einen IC50-Wert von 1,4 nM. Diese 
Diskrepanz kann sich zum einen begründen in der autokrinen Freisetzung von 
Endothelin-1 aus HEK293-Zellen und andererseits in der Instabilität des Darusentans 
selbst. Bei Dausentan-behandelten Zellen wurde wiederum OAG als Expressions-
kontrolle eingesetzt (Abbildung 3.20B). Mit diesen Experimenten konnte gezeigt 
werden, dass ein wichtiger vasokonstriktorischer Gq/11-gekoppelter Rezeptor mechano-
sensitiv wirkt. 






































Abbildung 3.20: Darusentan unterdrückt die Aktivierung von ETAR durch Membrandehnung. 
Jeweils eine exemplarische Ganzzellableitung von hETAR und hTRPC6 koexprimierenden HEK293-Zellen 
ist dargestellt (A und B). Die Strom-Spannungsbeziehungen vor, während hypoosmolarer Stimulation mit 
(B, n = 8) und ohne 10 µM Darusentan (A, n = 19) und während 100 µM OAG sind zu sehen. Die kleinen 
Graphen stellen die Stromzeitverläufe bei ±60 mV dar. Die Applikation von hypoosmolarer Lösung, von 
OAG und von Darusentan sind eingezeichnet. Die gestrichelten Linien geben den Verlauf des Nullstroms 
an. Die Skalierungen betragen 200 pA und 50 s. 
3.2.9.2 Mechanosensitivität von Vasopressin-1A-Rezeptoren (V1AR) 
Interessanterweise zeigte der ebenfalls vasokonstriktorische rV1AR koexprimiert mit 
hTRPC6 in HEK293-Zellen deutliche Stromamplifikationen durch osmotisch bedingte 
Membrandehnung, die allerdings signifikant niedriger waren (P < 0,05) als die 
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nachfolgenden Stromamplifikationen durch Agonistenstimulation mit Vasopressin 
(1 µM) (Abbildung 3.21). Das könnte darauf hindeuten, dass der rV1AR möglicherweise 
weniger mechanosensitiv ist als die bisher untersuchten Rezeptoren. Untersuchungen 














































Abbildung 3.21: rV1AR–Aktivierung durch osmotisch bedingte Membrandehnung. Eine exempla-
rische Ganzzellableitung von rV1AR und hTRPC6 koexprimierenden HEK293-Zellen ist dargestellt (links, 
n = 8). Die Strom-Spannungsbeziehungen vor, während hypoosmolarer Stimulation und während Ago-
nistenstimulation mit 1 µM Vasopressin werden gezeigt. Der kleine Graph stellt die Stromzeitverläufe in 
Einwärts- und Auswärtsrichtung bei ±60 mV dar. Die hypoosmolare Stimulation und die Agonisten-
stimulation mit Vasopressin sind eingezeichnet. Die gestrichelte Linie gibt den Verlauf des Nullstroms an. 
Die Skalierung beträgt 200 pA und 100 s. Die Zusammenfassung der Stromdichten ist rechts dargestellt. 
Die Stromdichten bei ±60 mV vor, während hypoosmolarer Stimulation und während Stimulation mit 
Vasopressin sind zu sehen.  
3.2.9.3 Der vasokonstriktorische Angiotensin II AT1-Rezeptor (AT1AR) ist 
ebenfalls mechanosensitiv 
Hat der auffällig stark exprimierte AT1AR in glatten Muskelzellen von kleinen Wider-
standsgefäßen eine agonistenunabhängige Funktion, die den myogenen Gefäßtonus 
beeinflusst? Die Stimulation von mAT1AR und hTRPC6 koexprimierenden HEK293-
Zellen mit hypoosmolarer Lösung führte wie bei den bisher untersuchten Rezeptoren 
zur Aktivierung von TRPC6-Strömen (Abbildung 3.22A). Ebenfalls unterdrückten die 
selektiven inversen Agonisten Losartan (1 µM) und Candesartan (100 nM) fast voll-
ständig die Rezeptoraktivierungen durch osmotisch bedingte Membrandehnung 
(Abbildungen 3.22B und 3.22C). Die OAG-Applikation diente hier wiederum zur 
Expressionskontrolle. Des Weiteren wurde untersucht, ob der mAT1AR auch durch 
Druck bedingte Membrandehnung aktivierbar ist. Dieser Druckstimulus von 8 bis 
10 cmH2O auf das Zellinnere führte zu transienten TRPC6-Aktivierungen, die jedoch 
eine auffällig langsamere Kinetik aufwiesen als bei den osmotisch bedingten 
Membrandehnungen (Abbildung 3.22D). Die Ursache hierfür ist bislang noch nicht 
bekannt. Doch auch hierbei unterdrückte Losartan die Rezeptoraktivierungen fast 
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vollständig (Abbildung 3.22E). Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der 
vasokonstriktorische mAT1AR ebenfalls mechanosensitiv ist und dass diese 
agonistunabhängige Rezeptoraktivierung durch selektive inverse Agonisten hemmbar 
ist. 



































































































Abbildung 3.22: Der AT1AR ist mechanosensitiv. Jeweils eine exemplarische Ganzzellableitung von 
hTRPC6 und mAT1AR (A bis C) koexprimierenden HEK293-Zellen und von einer transient hTRPC6 und 
stabil hAT1R-Venus exprimierenden HEK293-Zelllinie (D und E) sind dargestellt. Die kleinen Graphen 
stellen die Stromzeitverläufe bei ±60 mV dar. Die gestrichelten Linien geben den Verlauf des Nullstroms 
an. Die Strom-Spannungsbeziehungen vor, während hypoosmolarer Stimulation ohne (A, n = 12), mit 
10 µM Losartan (B, n = 5) oder mit 100 nM Candesartan (C, n = 5) und während der rezeptorunab-
hängigen Stimulation mit 100 µM OAG (B und C) werden gezeigt. Die Appliktion von hypoosmolarer 
Lösung, von OAG (B und C) und von Losartan (B) oder Candesartan (C) sind zu sehen. D und E, 
Exemplarische Strom-Spannungsbeziehungen vor, während Applikation von positivem Druck von 8-
10 cmH2O mit (E, n = 6) und ohne 1 µM Losartan (D, n = 6) sind dargestellt. Die Dauer des positiven 
Drucks und der Applikation von Losartan sind dargestellt. Die Skalierungen betragen 500 pA und 50 s (A 
und B), 1 nA und 50 s (C) und 2 nA und 100 s (D und E). 
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3.2.9.4 Vergleich der hemmenden Wirkung von inversen Agonisten und 
Antagonisten bezüglich der agonistenunabhängigen, osmotisch 
bedingten Rezeptoraktivierungen 
Die Zusammenfassung der elektrophysiologischen Untersuchungen von gpH1R, 
hETAR, mAT1AR und rM5R koexprimierenden HEK293-Zellen zeigt für die entsprech-
enden neutralen Antagonisten Diphenhydramin und Darusentan und für die inversen 
Agonisten Atropin, Losartan und Candesartan eine Unterdrückung der membran-
dehnungsinduzierten Stromantworten bei +60 mV zwischen 50 und 90% (Abbildung 
3.23). Die Applikation von 100 nM Atropin in submaximaler Hemmkonzentration 
bewirkte die kleinste Stromunterdrückung von 48,0 ± 8,7%. Damit war die Unter-
drückung des Auswärtsstroms signifikant niedriger als nach Applikation von 1 µM 
Atropin (P < 0,001, 95,0 ± 1.8%), was ein Indiz für eine konzentrationsabhängige Hem-
mung dieser Rezeptoraktivierung ist. Die beiden inversen Agonisten Losartan (1 µM) 
und Candesartan (100 nM) waren stark wirksam und unterdrückten die Stromerhöh-
ungen durch osmotisch bedingte Membrandehnung um 87,5 ± 2,2% bzw. um 
89,4 ± 3,1%, ähnlich wie der Antagonist Darusentan (10 µM), der ebenfalls eine starke 
Unterdrückung der Stromantwort um 89,0 ± 2.4% bewirkte. Hingegen war der klas-
sische Antagonist Diphenhydramin (100 µM) weniger stark wirksam (72,0 ± 3,8%). 
Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl Antagonisten als auch inverse Agonisten die 












































   
   

























   
   
   
   










   
   





Abbildung 3.23: Zusammenfassung der Ergebnisse mit Antagonisten und inversen Agonisten. Die 
Zusammenfassung der Experimente mit neutralen Antagonisten und inversen Agonisten an hTRPC6 und 
unterschiedliche Rezeptoren, rM5R (schwarz), gpH1R (grau), hETAR (dunkelgrau) und mAT1AR (hellgrau), 
koexprimierende HEK293-Zellen. Die Unterdrückung des Auswärtsstroms bei +60 mV wurde auf den 
Maximalstrom nach Applikation von OAG (bei rM5R, hETAR und mAT1AR) oder von Carbachol (bei rM5R 
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und 100 nM Atropinapplikation) und von Histamin (bei gpH1R) normiert. Die Zahlen über den Balken 
stehen für die Anzahl der gemessenen Zellen.  
3.2.10 Überexpression von AT1AR in A7r5-Zellen führt zu Aktivierungen 
durch Membrandehnung 
Um die physiologische Rolle von AT1AR in glatten Muskelzellen zu untersuchen, wurde 
die sogenannte A7r5-Zelllinie herangezogen, die sowohl funktionell AT1AR als auch 
TRPC6, ETAR und V1R exprimiert (Jung et al., 2002). Die A7r5-Zelllinie ist aus glatten 
Muskelzellen der thorakalen Rattenaorta, einem elastischen Gefäß, generiert. Untrans-
fizierte A7r5-Einzelzellen zeigten interessanterweise keine Veränderungen des Aus-
wärts- und Einwärtsstroms bei ±60 mV durch osmotisch bedingte Membrandehnung 
(Abbildung 3.24A, links), d.h. die endogen vorliegenden vasokonstriktorischen Gq/11-ge-
koppelten Rezeptoren reichten nicht aus, um eine agonistenunabhängige Mechano-
transduktion einzuleiten. Jedoch leiteten zusätzliche Überexpressionen von mAT1AR in 
A7r5-Zellen eine agonistenunabhängige Mechanotransduktion ein, die als deutliche 
TRPC6-ähnliche Stromantworten sichtbar wurde (Abbildung 3.24B, rechts). Eine kon-
sekutive Agonistenstimulation mit 1 µM Vasopressin führte sowohl bei nicht trans-
fizierten als auch bei mAT1AR überexprimierenden A7r5-Zellen zu vergleichbaren, 
transienten Stromerhöhungen mit TRPC6-ähnlichen Strom-Spannungsbeziehungen. 
Die gleich großen Aktivierungen durch Vasopressin weisen einerseits darauf hin, dass 
die Zellen intakt waren und andererseits, dass V1AR in diesen Zellen offenbar keine 
dominante Rolle in der Mechanotransduktion spielen. Dieser Befund steht im Einklang 
mit den Ergebnissen der Messungen von rV1AR überexprimierenden HEK293-Zellen, 
bei denen der rV1AR eine signifikant geringe Mechanosensitivität aufwies. Strom-
dichtenanalysen bestätigten die Vergleichbarkeit zwischen den untersuchten, untransfi-
zierten und transfizierten A7r5-Zellen (Abbildung 3.24B), indem sowohl die Ausgangs-
ströme als auch die vasopressininduzierten Ströme in beiden Fällen sich nicht unter-
schieden (P  = 0,76 und P = 0,36 in Auswärtsrichtung und P = 0,98 und P = 0,72 in 
Einwärtsrichtung), was darauf hindeutet, dass die Transfektion und Überexpression 
von mAT1AR in A7r5-Zellen weder die Ausgangskationenströme noch die endogene 
Expression von V1AR beeinträchtigte. Erstaunlicherweise zeigten mAT1AR überexpri-
mierende A7r5-Zellen höchst signifikante Stromerhöhungen durch osmotisch bedingte 
Membrandehnung (P < 0,001 in Auswärts- und P < 0,01 in Einwärtsrichtung bei 7 
unabhängigen Transfektionen). Eine weitere Messserie zeigte, dass die Agonisten-
stimulationen mit 100 nM Angiotensin II bei mAT1AR überexprimierenden A7r5-Zellen 
ebenfalls zu einem signifikanten Anstieg der Stromdichten bei ±60 mV führte (P < 0,01) 
(Abbildung 3.24B, untere kleine Graphen), so dass sich die Stromerhöhungen bei 
hypoosmolarer Stimulation durch eine erhöhte Rezeptoranzahl begründen lassen. 
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Abbildung 3.24: mAT1AR-Überexpression führt zur membrandehnungsinduzierten Aktivierung von 
A7r5-Zellen. Jeweils eine exemplarische Ganzzellableitung von nicht transfizierten (A, linke Abbildung) 
und mAT1AR überexprimierenden A7r5-Zellen (A, rechte Abbildung) ist dargestellt. Die Strom-Spannungs-
beziehungen vor, während hypoosmolarer Stimulation mit 250 mOsm kg-1 und während der Rezeptor-
stimulation mit 1 µM Vasopressin sind zu sehen. Die Stromdichtenanalysen von nicht (B, links) und mit 
mAT1AR-tranfizierten A7r5-Zellen (B, rechts) sind dargestellt. Die Stromdichten wurden bei Haltepotential-
en von ±60 mV vor und während der Applikation von hypoosmolarer Lösung und von 1 µM Vasopressin 
ermittelt. Die unteren kleinen Graphen zeigen die Stromdichten von untransfizierten und transfizierten 
A7r5-Zellen. Die Stromdichten wurden vor und während der Agonistenstimulation mit 100 nM Angioten-
sin II bestimmt. 
Um eine Beteiligung von eventuell autokrin gebildetem Angiotensin II in A7r5-Zellen 
an der beobachteten Aktivierung durch Membrandehnung auszuschließen, wurde ein 
neutralisierender Antikörper gegen Angiotensin II eingesetzt. In mAT1AR überexprimier-
enden A7r5-Zellen beeinflusste die Gegenwart von 100 µg ml-1 neutralisierenden Anti-
körpern die Aktivierungen durch osmotisch bedingte Membrandehnung nicht 
(Abbildung 3.25B). Diese Antikörperkonzentration war ebenfalls ausreichend, um die 
Aktivierungen durch Agonistenstimulation mit Angiotensin II in der maximalen Wirkkon-
zentration von 100 nM zu verhindern (Abbildung 3.25A). Konzentrationen von 10 bzw. 
20 µg ml-1 neutralisierenden Antikörpern (jeweils n = 2) konnten die Aktivierungen 
durch 100 nM Angiotensin II nicht vollständig unterdrücken. Diese Ergebnisse zeigen, 
dass die Rezeptoraktivierung durch Membrandehnung unabhängig von einem Agonis-
ten geschehen kann. 
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Mittels einer einfachen Überexprimierung von AT1AR konnten hier zum ersten Mal 
nicht durch Membrandehnung aktivierbare Aortenzellen umgewandelt werden in 
mechanosensitive, reaktive glatte Muskelzellen. Das ist ein deutliches Indiz dafür, dass 
































































Abbildung 3.25: Die membrandehnungsinduzierte Aktivierung ist unabhängig von einer autokrinen 
Angiotensin II-Sekretion. Jeweils ein exemplarischer Stromzeitverlauf bei ±60 mV von mAT1AR überex-
primierenden A7r5-Zellen (A und B, rechte Abbildungen) ist hier dargestellt. Die Applikationen von neu-
tralisierendem Antikörper gegen Angiotensin II („nAB“, 100 µg ml-1), von hypoosmolarer Lösung und von 
1 µM Vasopressin sind engezeichnet. Die gestrichelten Linien geben den Verlauf des Nullstroms an. Die 
Skalierung beträgt 50 s und 100 pA. Die Zusammenfassungen der Stromdichten sind links dargestellt. Die 
Stromdichten bei ±60 mV vor (A und B, links) und während hypoosmolarer Stimulation (B, links, n = 3) 
oder während Agonistentimulation mit 100 nM Angiotensin II (A, links, n = 3) in Anwesenheit des neutrali-
sierenden Antikörpers sind zu sehen.  
3.2.11 Ermittlung der für eine Mechanosensitivität erforderlichen AT1-
Rezeptordichte 
Da die Rezeptordichte von endogenen AT1AR in Aortenzellen für eine Mechanosensi-
tivität nicht ausreichte, die Rezeptordichte von überexprimierten AT1AR hingegen groß 
genug war, um mechanische Stimuli zu perzipieren, stellte sich die Frage, welche 
Rezeptordichte erforderlich ist, um membrandehnungsinduzierte Rezeptoraktivier-
ungen auszulösen. Um die Rezeptordichte zu messen, wurden Bindungsexperimente 
mit einem radioaktiv jodierten Angiotensin II durchgeführt, bei denen die Dissoziations-
konstante und die maximale Rezeptoranzahl bestimmt wurden für Transfektionen mit 
verschiedenen Expressionsvektormengen, die C-terminal mit Venus fusionierte hAT1R 
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codieren. Die unterschiedlichen maximalen Rezeptoranzahlen, bestimmt an jeweils 
100.000 HEK293-Zellen, wurden korreliert mit ihrer Venus-Gesamtfluoreszenz, so dass 
ein Zusammenhang zwischen der Rezeptoraktivierung, die als Erhöhung der [Ca2+]i 
mittels Fura-2 gemessen wurde, und der Rezeptordichte - als Fluoreszenzintensität 
gemessen - hergestellt werden konnte. Der osmotische Stimulus mit 250 mOsm kg-1 
hypoosmolarer Lösung führte bei verschieden stark hAT1R-Venus exprimierenden 
HEK293-Zellen nur zu kleineren transienten Calciumerhöhungen als die nachfolgende 
Agonistenstimulation mit 100 nM Angiotensin II (Abbildung 3.26). In Abhängigkeit zur 
AT1-Rezeptormenge stieg die freie [Ca2+]i einzelner Zellen durch osmotisch bedingte 
Membrandehnung an (Abbildung 3.26, links). Bereits Rezeptormengen von 
600 fmol/mg führten zu einer deutlichen Calciumfreisetzung aus den intrazellulären 
Calciumspeichern. Ab 1900 fmol/mg war der maximale Effekt erreicht. Diese Rezeptor-
menge ergab durch eine Transfektion mit einer Expressionsvektormenge von 0,5 µg 
und einer Expressionszeit von zwei Tagen. Ein ähnliches Bild ergab sich aus der 
konsekutiven Agonistenstimulation mit 100 nM Angiotensin II mit einem Anstieg der 
[Ca2+]i und einem maximalen Effekt bei 1900 fmol/mg (Abbildung 3.26, rechts). Ver-
glichen mit den Maximalwerten der [Ca2+]i verursacht durch osmotisch bedingte Mem-
brandehnung, zeigten die konsekutiven Agonistenstimulationen höhere Anstiege der 
[Ca2+]i. Dies weist darauf hin, dass die Stimulation mit 250 mOsm kg-1 hypoosmolarer 
Lösung nicht die maximale Wirkung hervorruft. Damit lässt sich sagen, dass die 






































































Abbildung 3.26: Korrelation zwischen Mechanosensitivität und Rezeptordichte. Zusammenfassung 
der fluorimetrischen [Ca2+]i-Messungen von hAT1R-Venus exprimierenden HEK293-Zellen. Die Erhöhung 
der [Ca2+]i bei den verschiedenen, angezeigten Rezeptormengen ist normiert auf die basale [Ca2+]i. Die 
schwarzen Balken zeigen den Anstieg der [Ca2+]i  während der Stimulation mit hypoosmolarer Lösung. Die 
grauen Balken zeigen die Calciumerhöhungen während der nachfolgenden Agonistenstimulation mit 
100 nM Angiotensin II. Die Zahlen über den Balken geben die Anzahl der gemessenen Zellen und die 
Anzahl der Transfektionen an. 
Ergebnisse  77 
3.2.12 Membrandehnung aktiviert endogene AT1R in glatten Muskelzellen 
aus renalen Widerstandsarterien 
Nachdem geklärt war, dass eine bestimmte Rezeptordichte für den Effekt der 
Mechanosensitivität erforderlich ist, stellte sich die Frage nach der physiologischen 
Bedeutung dieses Phänomens. Ist die Mechanosensitivität der Gq/11-gekoppelten 
Rezeptoren ein Überexpressionsartefakt oder spielt die Mechanosensitivität auch für 
endogene AT1R in glatten Muskelzellen eine Rolle? Dazu wurden glatte Muskelzellen 
aus Widerstandsgefäßen herangezogen, die eine fast 40-fach höhere AT1-Rezep-
tordichte aufweisen als glatte Muskelzellen aus der Aorta (Nickenig et al., 1998; Ruan 
et al., 1997). Da die relativ leicht einer Präparation zugänglichen glatten Muskelzellen 
aus Gehirnarterien, die bereits für die Messungen der TRPC6-gendefizienten Mäuse 
benutzt worden waren, nach diversen Zellisolationen mit unterschiedlichsten Enzymen 
nie funktionelle AT1R aufwiesen, wurde auf eine andere, enzymfreie Zellisolations-
methode zurückgegriffen. Hierzu wurden mittels der Siebmethode glatte Muskelzellen 
aus Mäusenieren isoliert. Tatsächlich zeigten fluorimetrische Calciummessungen der 
isolierten, vier bis fünf Tage kultivierten, renalen Gefäßmuskelzellen wiederholbare, 
transiente Anstiege der [Ca2+]i durch osmotisch bedingte Membrandehnung mit hypo-
osmolarer Lösung (Abbildung 3.27, links). Außerdem ließen sich die Calciumerhöhung-
en durch Applikation des inversen Agonisten Losartan unterdrücken. Nach dem Aus-
waschen von Losartan führte eine nachfolgende Stimulation mit hypoosmolarer Lösung 
sogar zu einer weiteren Aktivierung mit transienten Calciumerhöhungen. Losartan 
unterdrückte den [Ca2+]i-Anstieg durch osmotisch bedingte Membrandehnung höchst 
signifikant (P < 0,001) (Abbildung 3.27, rechts). Hiermit konnte gezeigt werden, dass 
die Mechanosensitivität des AT1R tatsächlich in nativen Gefäßmuskelzellen vorhanden 








































Abbildung 3.27: Membrandehnung aktiviert endogene AT1R in glatten Muskelzellen aus Nieren-
arteriolen. Fluorimetrische [Ca2+]i-Messungen von isolierten renalen Gefäßmuskelzellen sind dargestellt. 
Ein exemplarischer, gemittelter Zeitverlauf von 23 Fura-2-beladenen glatten Muskelzellen ist links darge-
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stellt. Der graue Bereich repräsentiert den Standardfehler des Mittelwerts. Die Applikationen von hypo-
osmolarer Lösung und von 1 µM Losartan sind eingezeichnet (links). Die Zeitskalierung beträgt 2 min. Die 
Zusammenfassung der maximalen [Ca2+]i-Anstiege aus vier unabhängigen Experimenten während hypo-
osmolarer Stimulation und während hypoosmolarer Stimulation in Anwesenheit von Losartan sind rechts 
dargestellt. 
3.2.13 Losartan reduziert den myogenen Gefäßtonus 
Da endogen stark exprimierte AT1R in glatten Muskelzellen aus Widerstandsgefäßen 
mechanosensitiv sind, stellte sich die folgende Frage: Sind AT1R eine Komponente für 
die druckinduzierte Vasokonstriktion bzw. den myogenen Gefäßtonus? Dazu wurde der 
Gefäßdurchmesser von intakten Gehirnarterienabschnitten männlicher Ratten bei 
einem konstanten intravaskulären Druck von 60 mmHg kontinuierlich videomikrosko-
pisch gemessen (Abbildung 3.28A). Nach der myogenen Konstriktion wurde Losartan 
(1 µM) eingewaschen und führte zu einer deutlichen Dilatation. Dieser Effekt war rever-
sibel und wiederholbar. Die Gefäße wurden mit 60 mM KCl maximal konstringiert. Für 
eine maximale Dilatation diente die Applikation von nominell calciumfreier Badlösung. 
Die Wirkung von Losartan auf den myogenen Gefäßtonus zeigt eindrucksvoll, dass die 
mechanosensitiven AT1R maßgeblich an der myogenen Gefäßkonstriktion beteiligt 
sind. Um auszuschließen, ob die Wirkung von Losartan auf einer Verdrängung des 
autokrin produzierten Angiotensin II in der Gefäßmuskelwand beruht, wurde der ACE-
Hemmers Captopril in seiner maximalen Hemmkonzentration von 1 µM eingesetzt. Die 
losartaninduzierten Dilatationen bei Captopril-behandelten Gefäßabschnitten unter-
schieden sich nicht (P = 0,78) (Abbildung 3.28B). Die Erniedrigung des myogenen 
Tonus durch Losartan war in beiden Fällen hoch signifikant (P < 0,001) (Abbildung 
3.28C). Außerdem scheint eine autokrine Produktion von Angiotensin II in der glatten 
Muskulatur keine bedeutende Rolle für die AT1R-Aktivierungen bei Erhöhung des intra-
vaskulären Druckes zu spielen. Das bedeutet, AT1R in myogenen Gefäßen könnten 
tatsächlich als Mechanosensoren fungieren. 
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Abbildung 3.28: Wirkung von Losartan auf den myogenen Gefäßtonus. Jeweils eine repräsentative, 
kontinuierliche Messung des Durchmessers von isolierten Ratten-Gehirnarterien (A und B) ist dargestellt. 
Die Applikationen von 60 mmHg intravaskulärem Druck (A) und von 60 mmHg intravaskulärem Druck in 
Anwesenheit von 1 µM Captopril (B), von 60 mM KCl-Lösung, von nominell calciumfreier Lösung und von 
1 µM Losartan sind eingezeichnet. C, Die Zusammenfassung der gemessenen Gehirnarterien zeigt die 
prozentuale Konstriktion der Arterien in Anwesenheit und in Abwesenheit von Captopril und während der 
Applikation von Losartan (C). 
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4 Diskussion 
4.1 TRPC-defiziente Mausmodelle 
Um die physiologische Rolle von Kanalproteinen im Organismus aufzuschlüsseln, sind 
Experimente sinnvoll, bei denen die Funktion des Kanals ausgeschaltet wird. Die ein-
fachste Möglichkeit, die Funktion des Kanals in situ auszuschalten, ist die Verwendung 
von selektiven Kanalblockern. Weitere Möglichkeiten des Ausschaltens bestehen darin, 
die Bildung von Kanalproteinen mittels Antisense-Oligodesoxy-nukleotiden und „small 
interfering RNA“ (siRNA) selektiv zu hemmen. Schließlich können gentechnische Mani-
pulationen eingesetzt werden, bei denen das Gen des Kanalproteins selbst ausge-
schaltet wird oder bei denen die funktionelle Kanalexpression indirekt verhindert wird 
(Freichel et al., 2005). Da es bis heute keine selektiven TRPC-Kanalblocker gibt, um 
die Rolle der TRPC-Kanäle in vivo auf einfache Weise zu untersuchen, wurden folgen-
de TRPC-defiziente Mauslinien generiert:, TRPC1-/- (Dietrich et al., 2007), TRPC2-/- 
(Stowers et al., 2002), TRPC4-/- (Freichel et al., 2001) und TRPC6-/- (Dietrich et al., 
2005b). 
TRPC1-Proteine, die ubiquitär exprimiert werden, sind vermutlich am SOC-Ein-
strom beteiligt (Sweeney et al., 2002; Xu und Beech, 2001). Außerdem wurden 
TRPC1-Kanäle als mechanosensitive Kationenkanäle in Xenopus-Oozyten und in 
Säugerzellen beschrieben (Maroto et al., 2005). Die von Alexander Dietrich generierte 
TRPC1-/--Maus zeigte weder auf Verhaltensebene noch auf Organ- oder zellulärer 
Ebene Funktionsverluste (Dietrich et al., 2007). So war der myogene Gefäßtonus in 
TRPC1-/--Mäusen nicht beeinträchtigt, ebenso wenig wie die durch osmotisch und 
Druck bedingte Membrandehnungen hervorgerufenen Kationenströme in isolierten 
glatten Gefäßmuskelzellen aus Gehirnarterien. Auch der SOC-Einstrom in isolierte 
Gefäßmuskelzellen war unverändert, so dass TRPC1 weder als distinktive Komponen-
te des SOC-Einstroms in glatten Muskelzellen noch als mechanosensitiv gelten kann. 
Das von Emily Liman beschriebene Expressionsmuster des TRPC2 in Ratten 
(Liman et al., 1999), deutet darauf hin, dass dieser Kationenkanal eine wichtige Rolle 
im Pheromonsignalweg des Vomeronasalorgans von Nagetieren spielt. Zwei unab-
hängig generierte TRPC2-gendefiziente Mauslinien wiesen ein in gleicher Weise ver-
ändertes Sexual- und Aggressionsverhalten bei adulten Mäusen auf (Leypold et al., 
2002; Liman et al., 1999; Stowers et al., 2002).  
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Hingegen zeigte die von Marc Freichel generierte TRPC4-/--Mauslinie keine offen-
sichtlichen Verhaltensänderungen, aber einen Funktionsverlust auf zellulärer Ebene 
(Freichel et al., 2001): Die aus der TRPC4-/--Aorta gewonnen Endothelzellen besitzen 
nicht mehr den speicheroperierten Calciumeinstrom. Dadurch kommt es zu einer ver-
minderten agonistinduzierten Vasodilatation auf Organebene.  
Die von Alexander Dietrich et al. (2005) generierte TRPC6-/--Mauslinie wies eben-
falls keine offensichtlichen Verhaltensänderungen auf. Im Gegensatz zur TRPC4-/--
Mauslinie trat der erwartete Funktionsverlust in den untersuchten Aorten und Gehirn-
arterien nicht auf. Jedoch konnte eine indirekte Funktionsänderung beobachtet werden, 
die sich in einer genetisch bedingten Überexpression von verwandten TRPC3- und 
TRPC7-Kanälen äußerte. Allerdings zeigte sich in glatten Muskelzellen aus Pulmonal-
arterien eine unikale Rolle des TRPC6-Kanals für die akute hypoxische Vasokonstrik-
tion, da in diesen Zellen keine TRPC3- oder TRPC7-Überexpressionen vorhanden 
waren (Weissmann et al., 2006). 
4.2 Überexpression von TRPC3 in TRPC6-/--Mäusen 
In der Regel überschneiden sich die Expressionsmuster von TRPC3 und TRPC6 in 
den meisten glatten Muskelgeweben und in glatten Muskelzelllinien auf RNA-Ebene 
stark (Beech et al., 2004). Ebenso bestätigte Yip et al. (2004) diese Koexpression auf 
RNA- wie auf Proteinebene beim Menschen in der Gefäßmuskulatur und im Endothel 
(Yip et al., 2004). Auch die von uns untersuchte Gefäßmuskulatur von Mäusen wies 
diese Koexpression auf, wobei die quantitative Untersuchung bei Aorten und Gehirn-
arterien stets einen niedrigeren RNA-Gehalt an TRPC6 als an TRPC3 ergab (Dietrich 
et al., 2005b). Zudem zeigten diese quantitativen Untersuchungen, dass der RNA-Ge-
halt von TRPC3 bei TRPC6-/--Mäusen zweifach in Gehirnarterien und fünffach in 
Aorten erhöht war. 
In Aorten und Gehirnarterien wurde TRPC7-RNA gefunden (Dietrich et al., 2005b), 
aber vermutlich spielt dieses Kanalprotein in der glatten Gefäßmuskulatur keine Rolle, 
da Yip et al. (2004) TRPC7-RNA ausschließlich im Endothel detektierte. Dies unter-
stützt auch der Befund, dass bisher keine Expression von TRPC7 in Zelllinien aus glat-
ten Gefäßmuskelzellen nachgewiesen wurde (Brueggemann et al., 2006; Inoue et al., 
2001; Jung et al., 2002; Moneer et al., 2005). Ein zweifach erhöhter RNA-Gehalt von 
TRPC7 wurde in Aorten bei TRPC6-/--Mäusen bestimmt, was darauf hindeutet, dass in 
diesem Endothel TRPC7 überexprimiert war. 
Die beobachteten erhöhten Bariumeinströme und Stromdichten der nicht-aktivierten 
Kationenkanäle von frisch isolierten glatten Muskelzellen aus TRPC6-/-- gegenüber 
TRPC6+/+- bzw. TRPC6+/--Aorten und Gehirnarterien könnten in der oben beschrieben-
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en Überexpression von TRPC3-Kanalproteinen begründet sein. An frisch isolierten 
glatten Muskelzellen dieser Gefäße zeigten sowohl Bariumeinstrom- als auch Strom-
dichten-Messungen verstärkte Antworten durch DAG-Analoga bei TRPC6-/- gegenüber 
TRPC6+/+ bzw. TRPC6+/-. Diese beiden unabhängigen Experimente weisen daraufhin, 
dass DAG-aktivierbare Kationenkanäle vermehrt funktionell exprimiert sind. Unter der 
Vorraussetzung, dass die DAG-aktivierbaren TRPC7-Kanäle nicht in Gefäßmuskel-
zellen vorkommen, ist die Überexpression von TRPC3-Proteinen, die eine konstitutive 
Kanalaktivität besitzen, der Grund für die erhöhten Stromdichten im aktivierten und 
nicht-aktivierten Zustand. Um zu ermitteln, ob die Überexpression von TRPC3 in der 
Gefäßmuskulatur verantwortlich für den erhöhten basalen Kationeneinstrom ist, wurde 
siRNA gegen TRPC3-RNA über eine Infektion von rekombinanten adenoassoziierten 
Viren vom Serotyp 1 in isolierten glatten Muskelzellen aus TRPC6-/--Aorten exprimiert. 
Nach drei Tagen in Kultur führte diese Behandlung zur Reduktion des Bariumein-
stroms, was ein weiteres Indiz für die gesteigerte TRPC3 Kanalaktivität in TRPC6-/- ist. 
Überexpressionen von TRPC6-Proteinen in TRPC6-/- zeigten wiederum eine Reduktion 
des Bariumeinstromes, was darauf hinweist, dass das Verhältnis von funktionell expri-
mierten TRPC3- zu TRPC6-Proteinen die Größe des basalen Kationeneinstroms bzw. 
die basale Kationenkanalaktivität bestimmt. 
4.3 Physiologische Relevanz der TRPC3-Überexpression 
Die erhöhte basale Kationenkanalaktivität bei TRPC6-/--Gefäßmuskelzellen sollte sich 
in einer erhöhten Membranpermeabilität für Natriumionen widerspiegeln. Da das Ruhe-
membranpotential einer Zelle von den einzelnen Permeabilitäten für Kalium-, Chlorid- 
und Natriumionen bestimmt wird, ist ein Vergleich des Membranpotential von frisch 
isolierten glatten Muskelzellen aus TRPC6-/-- zu TRPC6+/+-Gehirnarterien unter physio-
logischen Ruhebedingungen mit Hilfe der Stromklemme (I = 0 pA) in der konventio-
nellen Ganzzellkonfiguration sinnvoll. Zudem, bedingt durch die gleichen Mani-
pulationen an den Zellen wie bei den Stromdichtenmessungen, besitzt die oben 
genannte Meßmethode des Ruhemembranpotentials weitere Vorteile. Messungen in 
der Stromklemme mit intrazellulären „scharfen“ Elektroden erlauben aber eine 
Aufnahme des Membranpotentials von einem kompletten und unbeeinflussten 
Gefäßabschnitt, denn die Gefäßmuskelzellen sind über „gap junctions“ untereinander 
und auch mit den innenliegenden Endothelzellen verbunden (Hill et al., 2002; 
Yamazaki und Kitamura, 2003) und bilden daher ein elektrisches Synzytium. Die 
konventionellen Ganzzellableitungen ergaben ein im Mittel um ca. 10 mV depolarisier-
tes Ruhemembranpotential bei frisch isolierten glatten Muskelzellen aus TRPC6-/--
Gehirnarterien. Zum einen führt diese Depolarisation des Ruhemembranpotentials von 
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-38 mV auf -28 mV, zu einer Erhöhung der Offenwahrscheinlichkeit der spannungs-
gesteuerten L-Typ Calciumkanäle, zum anderen braucht man eine um 10 mV kleinere 
Depolarisation, um diese Kanäle voll zu aktivieren. Außerdem verursacht das 
depolarisierte Ruhemembranpotential einen vergrößerten permanenten Einwärtsstrom 
von Calciumionen (Fleischmann et al., 1994), da diese Calciumkanäle eine 
Aktivierungsschwelle bei ca. -40 mV besitzen und im Gleichgewichtszustand eine fast 
vollständige Inaktivierung erst bei ca. +40 mV aufweisen (Petkov et al., 2001). Diese 
beiden Eigenschaften – das depolarisierte Ruhemembranpotential und der damit 
verbundene vergrößerte permanente Calciumeinstrom – erklären die erhöhte 
Kontraktilität und Sensitivität gegenüber dem intravaskulären Druck von Gehirnarterien 
bei TRPC6-/--Mäusen. In Übereinstimmung mit den beobachteten Folgen der TRPC3-
Überexpression bei TRPC6-/--Mäusen, fand sich eine TRPC3- und TRPC6-
Überexpression im Lungengewebe und in glatten Muskelzellen von Lungenarterien bei 
Patienten, die an einer idiopathischen pulmonalen arteriellen Hypertonie litten (Yu et 
al., 2004). 
4.4 Heteromultimerisierungspotential 
Mittels Coimmunpräzipitationen und der Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer-Tech-
nik konnte Hofmann et al. (2002) die möglichen Heteromultimerisierungen zwischen 
den einzelnen TRPC-Proteinen im heterologen Expressionssystem systematisch auf-
zeigen (Hofmann et al., 2002). Ein Ergebnis war, dass die Expressionskombination aus 
TRPC3- und TRPC6-Proteinen zu einer Assemblierung führt. In vivo konnte diese 
Assemblierung an frisch isolierten Synaptosomen aus dem Gehirn von Ratten (Goel et 
al., 2002) und an einer Nierenepithelzelllinie aus einem Cockerspaniel 
(Bandyopadhyay et al., 2005) nachgewiesen werden. Diese guten Evidenzen für ein 
Heteromultimerisierungspotential zwischen TRPC3- und TRPC6-Proteinen und die 
charakterisierten Phänomene in der Gefäßmuskulatur von TRPC6+/+- und TRPC6-/--
Mäusen führen zu folgenden Behauptungen: 
1. Die in vivo vorkommenden TRPC6-homomultimeren Kanäle sind 
strikt rezeptoroperiert. 
2. Die bei TRPC6-/--Mäusen aus TRPC3-Proteinen gebildeten homo-
multimeren Kanäle weisen konstitutive Kanalaktivitäten auf. 
3. Die konstitutive Kanalaktivität eines homomultimeren TRPC3-Kanals 
wird bei einem Austausch von einem TRPC3-Protein durch ein 
TRPC6-Protein deutlich erniedrigt. 
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4. Der strikt rezeptoroperierte homomultimere TRPC6-Kanal wird bei 
einem Austausch von einem TRPC6-Protein durch ein TRPC3-
Protein konstitutiv aktiv. 
Erst die Herstellung homo- und heteromultimer fusionierter Kanalproteine und die 
Charakterisierung ihrer Kanalaktivitäten in einem heterologen Expressionssystem 
könnten diese Behauptungen bestätigen. Interessanterweise findet sich ein ähnliches 
Phänomen durch eine Heteromultimerisierung zweier TRP-Proteine im Facettenauge 
der Fruchtfliege Drosophila melanogaster: Beide homomultimeren Kanäle sind kon-
stitutiv aktiv, während die heteromultimeren Kanäle aus beiden TRP-Proteinen rezep-
toroperiert sind (Xu et al., 2000). 
4.5 Myogener Gefäßtonus in Gehirnarterien von TRPC6-/--
Mäusen 
Gehirnarterien besitzen einen ausgeprägten myogenen Gefäßtonus, der vor allem bei 
Ratten durch die Arbeitsgruppe von Mark T. Nelson gut untersucht ist. Diese Arbeits-
gruppe zeigte mit Antisense-Oligodesoxynukleotiden gegen TRPC6, dass bei vier bis 
fünf Tage lang kultivierten Gehirnarterien von Ratten ein nur bis auf 10% verminderter 
myogener Gefäßtonus vorhanden war (Welsh et al., 2002). Sense-Oligodesoxy-
nukleotide, die die endogene TRPC6-Expression nicht beeinflussen, führten zu einem 
40%igen Gefäßtonus. Mit den gleichen Antisense-Oligodesoxynukleotiden konnte ein 
Jahr zuvor ein rezeptoroperierter TRPC6-Strom in kultivierten glatten Muskelzellen aus 
der Pfortader von Kaninchen fast vollständig ausgelöscht werden (Inoue et al., 2001). 
Der Verlust des myogenen Gefäßtonus von Gehirnarterien zeigte sich jedoch nicht bei 
den TRPC6-/--Mäusen. Weitere Untersuchungen an den Gehirnarterien von TRPC6-/--
Mäusen ergaben sogar, dass der myogene Gefäßtonus bereits bei 55 statt bei 
78 mmHg einsetzte (Dietrich et al., 2005b). Diese Linksverschiebung des Einsetzens 
des Bayliss-Effektes deutet eher darauf hin, dass, verglichen mit TRPC6+/+- die 
TRPC6-/--Gehirnarterien gegenüber ihren intravasalen Drücken sensitiviert sind. Die 
oben beschriebene Überexpression von TRPC3 in TRPC6-/--Gehirnarterien könnte 
auch hier der Grund für diese Sensitivierung sein: In dieser Signalkaskade ist die 
Offenwahrscheinlichkeit für spannungsgesteuerte L-Typ Calciumkanäle erhöht durch 
eine Depolarisation, bedingt durch die konstitutiven TRPC3-Kanalaktivitäten. Die fol-
gende erhöhte Permeation von Calciumionen versorgt verstärkt die Kontraktionsma-
schinerie der glatten Muskelzellen. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die beiden Experimente mit Antisense-
Oligodesoxynukleotiden gegen TRPC6 zu einem Funktionsverlust führten, während die 
TRPC6-gendefiziente Gefäßmuskulatur eine Funktionsänderung hervorbrachte. Diese 
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Funktionsänderung lässt sich durch eine Langzeitadaptation begründen, bei der eine 
Überexpression des konstitutiv aktiven TRPC3-Kanals stattfindet. Somit lassen sich 
TRPC3- und TRPC6-Kanäle nicht funktionell austauschen, was die besondere physio-
logische Rolle des TRPC6 in der Gefäßmuskulatur verdeutlicht. 
4.6 Potentielle Mechanosensoren 
In der Vergangenheit sind diverse Zellstrukturen in den glatten Gefäßmuskelzellen als 
Mechanosensoren, die die Membrandehnung bzw. die Membranspannung messen, in 
Betracht gezogen worden. Neben integralen und akzessorischen Membranproteinen 
sind auch intrazelluläre Strukturen diskutiert worden. 
4.6.1 Intrazelluläre Strukturen 
Die intrazellulär vorliegenden „dense bands“, die die kontraktilen Filamente der glatten 
Muskelzellen mit ihrer Zellmembran verbinden, sind als Kandidaten für Mechano-
sensoren beschrieben worden (Levick, 1998). Unter „dense bands“ versteht man 
elektronendichte Streifen aus Vinculin und α-Aktinin, die membranständig aber auch 
cytoplasmatisch vorkommen (Small, 1985). In den glatten Muskelzellen von Arteriolen 
sind sie asymmetrisch verteilt mit einem stärkeren Vorkommen auf der adluminalen 
Seite (Gabella, 1983). Aufgrund dieser asymmetrischen Verteilung könnten sie eine 
sensorische Funktion haben. 
4.6.2 Integrale Membranproteine 
Die „dense bands“ an der Zellmembran haben eine Adapterfunktion, um an Integrine, 
die man als integrale Membranproteine klassifiziert, zu binden. Integrine sind hetero-
dimere Glykoproteine und besitzen extrazellulär eine adhäsive Bindestelle für extra-
zelluläre Strukturproteine wie Fibronektin, Laminin und Collagen. Aufgrund dieser 
Fähigkeit, extrazelluläre sowie intrazelluläre Strukturelemente zu binden, wurden sie 
neuerdings als mögliche Mechanosensoren bei der Vermittlung des myogenen Gefäß-
tonus in Betracht gezogen (Martinez-Lemus et al., 2005; Waitkus-Edwards et al., 
2002). Da Tyrosinkinasen der Src-Familie die Verbindung zwischen den Integrinen und 
den intrazellulären Strukturproteinen beeinflussen (Felsenfeld et al., 1999), konnten 
kürzlich drei verschiedene Arbeitsgruppen mit unterschiedlichen Methoden und 
Zellmodellen ihre Rolle in der Mechanosensorik bzw. -transduktion aufzeigen (Sawada 
et al., 2006; Wang et al., 2005; Wijetunge und Hughes, 2007). In der vorliegenden 
Arbeit wurde keine Beteiligung an der Mechanosensorik beobachtet, wobei bislang nur 
endogene Tyrosinkinasen in transient exprimierenden HEK293-Zellen untersucht wur-
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den. Eine Untersuchung der Rolle von Tyrosinkinasen in intakten myogenen Gefäßab-
schnitten steht noch aus. 
Neben den Integrinen und den damit verbundenen, regulierenden Molekülkomplex-
en, die als Mechanosensoren fungieren könnten, gibt es als integrale Membranproteine 
die klassischen mechanosensitiven Ionenkanäle. In allen drei Domänen des zellulären 
Lebens, nämlich Bakterien, Archaeen und Eukaryoten, treten mechanosensitive Kanä-
le auf (Martinac und Kloda, 2003). Diese Kanäle dienen bei Bakterien und Archaeen 
der Osmoregulation, was vermutlich auch ihre ursprüngliche Funktion war (Kung, 
2005). Bei den mechanosensitiven Kanälen aus Bakterien konnte eindeutig ihre 
immanente Mechanosensitivität belegt werden, indem rekonstruierte Kanalproteine in 
künstlichen Lipiddoppelschichten durch erhöhte Membranspannungen aktiviert wurden 
(Martinac et al., 1990; Perozo et al., 2002). In der Ionenselektivität, der Leitfähigkeit 
und der Spannungsabhängigkeit können sich die mechanosensitiven Kanäle aus den 
Bakterien und Archaeen jedoch stark unterscheiden. Dies gilt auch für mechanosen-
sitive Kanäle aus Eukaryoten.  
Die zuerst identifizierten mechanosensitiven Kanäle in Eukaryoten waren aus der 
Familie der DEG/ENaC-Kanäle (Degenerin-/epitheliale Natriumkanäle). Aus dieser 
großen Familie konnte bei zwei Kanalproteinen, MEC-4 und MEC-10, ihre Mechano-
sensitivität im Nematoden Caenorhabditis elegans eindeutig nachgewiesen werden 
(Driscoll und Chalfie, 1991; Huang und Chalfie, 1994). Zwei weitere Kanalproteine des 
Nematoden, die aber zur TRPV-Familie gehören, OSM-9 und OCR-2, sind wahrschein-
lich in der Mechanotransduktion involviert (Colbert et al., 1997; Tobin et al., 2002), 
während es bei den beiden TRPP-Proteinhomologen, LOV-1 und PKD2, umstritten ist, 
ob sie in der Mechanosensorik oder in der Chemosensorik eine Funktion ausüben 
(Barr et al., 2001; Barr und Sternberg, 1999). Neben diesem Nematoden ist ein 
weiterer Invertebrat, die Fruchtfliege Drosophila melanogster, hinsichtlich ihrer 
Mechanosensitivität gut untersucht worden. Zurzeit gilt der TRPN1 als Kandidat für die 
mechanosensorische Funktion in Fliegenborsten und im Johnstonschen Organ, die 
dem Tastsinn und dem Hörsinn dienen (Eberl et al., 2000; Walker et al., 2000). Für den 
Hörsinn werden zwei weitere Kandidaten aus der Familie der TRPV-Kanalproteine, 
Nanchung und Iav, diskutiert (Gong et al., 2004). Die Rolle des TRPA als noxischer 
Mechanosensor ist weder bei D. melanogster noch bei Vertebraten endgültig aufgeklärt 
(Kwan et al., 2006; Tracey et al., 2003). Zudem sind die Sensoren für nicht-noxische 
mechanische Reize in Vertebraten derzeit noch nicht identifiziert. Hier gilt der TRPV4 
als bester Kandidat für einen mechanosensitiven Kanal (Liedtke et al., 2000; Suzuki et 
al., 2003). Im auditiven Sinnensystem der Vertebraten werden zurzeit sogar vier TRP-
Kanäle in Betracht gezogen, TRPA1, TRPML3, TRPN1 und TRPV4, die der Mechano-
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transduktion dienen (Christensen und Corey, 2007). Bei all diesen Kanalproteinen ist 
nicht klar, ob sie direkt mechanosensitiv sind oder indirekt wirken, indem sie an der 
Mechanotransduktion beteiligt sind.  
Um explizit als direkter mechanosensitiver Ionenkanal gelten zu können, sollten fol-
gende Kriterien erfüllt sein: eine schnelle Kanalaktivierung in wenigen Millisekunden, 
die sich auf eine intramolekulare Bewegung zurückführen lässt, eine Aktivierungs-
schwelle bei physiologischen Membranspannungen und ein Erhalt der Mechanosen-
sitivität bei Rekonstruktion des Kanals in einer künstlichen Lipiddoppelschicht. Da es 
experimentell aufwändig ist, diese Untersuchungen durchzuführen, sind diese Kriterien 
für die meisten Kanäle nicht erfüllt. 
4.6.3 Mechanosensitive Ionenkanäle in glatten Muskelzellen 
Die Mechanosensorik dient nicht nur der Informationsaufnahme aus der Umwelt, 
sondern kann auch wichtige Informationen über den Status des Organismus liefern, 
wie z.B. über die Stärke des Blutflusses oder über die Höhe des Gefäßdruckes. Der 
Ort der Perzeption für den intravaskulären Druck ist die glatte Gefäßmuskulatur und 
nicht das Endothel (Bevan und Laher, 1991). Daher wurden in glatten Muskelzellen 
Ionenkanäle als Mechanosensoren vermutet wie z.B. mechanosensitive Chloridkanäle 
und Kationenkanäle (Greenwood und Large, 1998; Welsh et al., 2002; Welsh et al., 
2000; Yamazaki et al., 1998). Auch die epithelialen Natriumkanäle aus der DEG/ENaC-
Kanalfamilie (Drummond et al., 2004) gelten dort als mechanosensitiv. Zwei Kanäle der 
TRP-Kanalfamilie, TRPC6 und TRPM4, spielen für die myogene Vasokonstriktion eine 
Schlüsselrolle. Die Unterdrückung der Expression von TRPC6- und TRPM4-Kanälen 
führte jeweils zu einer Reduktion der myogenen Vasokonstriktion (Earley et al., 2004; 
Welsh et al., 2002). Man kann daher folgende Hypothese aufstellen, dass TRPC6- und 
TRPM4-Kanäle in glatten Muskelzellen als Mechnosensoren fungieren. Auch andere 
TRP-Kanäle wie z.B. der TRPV2 (Muraki et al., 2003) wurden als molekulare Korrelate 
für mechanosensitive Kationenkanäle in glatten Muskelzellen in Betracht gezogen. 
Interessanterweise wurde dem TRPM7-Kanal zuerst eine direkte mechanosensitive 
Funktion zugeschrieben (Numata et al., 2007a; Numata et al., 2007b), die kürzlich falsi-
fiziert wurde, in dem sich herausstellte, dass die osmotisch bedingte Membrandehnung 
diesen Kanal nur indirekt aktivierte (Bessac und Fleig, 2007). Außerdem scheint der 
TRPC1-Kanal ein mechanosensitiver Kationenkanal in Xenopus-Oozyten und in Säu-
gerzellen zu sein (Maroto et al., 2005). Dies konnte in der glatten Gefäßmuskulatur 
allerdings nicht bestätigt werden (Dietrich et al., 2007). 
Die Mitglieder einer weiteren Kanalfamilie, die L-Typ Cav-Kanäle, könnten ebenfalls 
an der Mechanosensorik beteiligt sein, da sie einerseits für die myogene Gefäßkon-
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striktion unerlässlich sind (Moosmang et al., 2003) und andererseits durch Membran-
dehnung aktiviert werden (Langton, 1993; Lyford et al., 2002). Es ist aber noch unklar, 
ob es sich hierbei um eine direkte Kanalaktivierung handelt (Davis und Hill, 1999). 
4.6.4 Enzyme 
Ebenfalls besitzen membranständige Proteine das Potential mechanosensorisch zu 
sein. Dazu gehört die Phospholipase A2, die schon bei geringen osmotischen Verän-
derungen ihre Enzymaktivität verändert (Lehtonen und Kinnunen, 1995). Auch 
Phospholipasen C wurden als Mechanosensoren in Betracht gezogen (Ko und 
McCulloch, 2000). Mit komprimiertem Heliumgas, das zur Steigerung des Außendruck-
es diente, konnten an kultivierten Mesangialzellen erhöhte PLC-Aktivierungen über 100 
Stunden beobachtet werden (Kato et al., 1999). Besonders an Blutgefäßen sind 
mechanosensitive PLC-Aktivierungen von verschiedenen Arbeitsgruppen gut doku-
mentiert (Jarajapu und Knot, 2002; Matsumoto et al., 1995; Narayanan et al., 1994; 
Osol et al., 1993), was die bedeutende Rolle der PLC unterstreicht. In der vorliegenden 
Arbeit konnte die Rolle der PLC bestätigt und in der Signaltransduktionskaskade einge-
ordnet werden. 
4.7 Vergleich verschiedener Stimuli zur Membrandehnung 
Die membranbezogenen Prozesse, die bei einer Membrandehnung ablaufen, sind bis 
heute nicht genau beschrieben. Selbst bei der trivialen Überlegung, ob sich das Mem-
branvolumen bei einer Membrandehnung vergrößert oder konstant bleibt, ist bisher 
nicht geklärt. Ein seitliches Druckspannungsprofil („lateral pressure profile“) dient als 
Modell für die in der Phospholipiddoppelschicht auftretenden Zug- und Druckspan-
nungen, die bisher noch nicht innerhalb der Membran messbar sind. Die Summe aller 
Zug- und Druckspannungen über die gesamte Dicke der Membran muss im thermo-
dynamischen Gleichgewichtszustand Null ergeben. Auf der Ebene der hydrophilen 
Kopfgruppen zeichnet sich das seitliche Druckspannungsprofil darin aus, dass große 
Zugspannungen lokalisiert sind, die sich durch elektrostatische Wechselwirkungen 
erklären lassen. Schwächere Zugspannungen befinden sich auf der Ebene der hydro-
phoben Schwanzgruppen, die sich durch Abstoßungen zwischen den Kohlenwasser-
stoffgruppen erklären lassen. Diese beiden Zugspannungen werden ausgeglichen 
durch eine entgegen gesetzte, große Druckspannung, die sich genau an der Grenz-
fläche zwischen den hydrophilen Kopfgruppen und den hydrophoben Schwanzgruppen 
befindet (Cantor, 1997; Cantor, 1999).  
Das seitliche Druckspannungsprofil kann durch den Einbau unterschiedlicher Lipide 
variiert werden. Der Zusatz von Alkoholen, Fettsäuren und lipophilen Lokalanästhetika 
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verändert ebenfalls das seitliche Druckspannungsprofil, wobei die Summe aller seit-
lichen Zug- und Druckspannungen immer Null ergibt. Die Veränderung des Druckspan-
nungsprofils wirkt auf die integralen Membran- und die akzessorischen Proteine und 
kann somit zu einer Konformationsänderung führen (Kung, 2005). Bei Ionenkanälen 
kann sich z.B. das Schaltverhalten verändern, bei Tyrosinkinaserezeptoren die quarter-
näre Struktur und damit die Enzymaktivität. Nicht nur organische Substanzen verän-
dern das Druckspannungsprofil, sondern auch mechanische Kräfte, die von außen auf 
die Membran wirken und zu einer Membrandehnung führen. Für den mechano-
sensitiven MscL-Kanal aus Escherichia coli wurde ein Simulationsmodell beschrieben, 
bei dem eine äußere Krafteinwirkung das seitliche Druckspannungsprofil so verändert, 
dass es zu einer instantanen Kanalöffnung kommt (Gullingsrud und Schulten, 2003). 
Es gibt verschiedene Möglichkeiten, Membrandehnungen zu verursachen und zu 
messen. Mittels osmotischer Gradienten über die Zellmembran wurden Membrandeh-
nungen optisch vermessen (Evans et al., 1976). Lokal applizierter Sog auf einen 
Membranfleck über eine Glaskapillare mit einem Durchmesser von 5 bis 8 µm ist eine 
weitere standardisierte Methode der Zug bedingten Membrandehnung (Wolfe und 
Steponkus, 1983). Auch Patchpipetten eignen sich hervorragend, um Zug bedingte 
Membrandehnungen durchzuführen. Einerseits kann mittels Sog über die Patchpipette 
selbst in der „cell-attached“-Konfiguration eine lokale Membranspannung erzeugt wer-
den (Hamill, 1983; Hamill, 2006), andererseits kann mit Hilfe von zwei Patchpipetten, 
die die Zelle auseinander ziehen, eine über die gesamte Membran verteilte Membran-
spannung generiert werden (Wu und Davis, 2001). Zudem lassen sich über die Patch-
pipette in der Ganzzellkonfiguration Überdrücke applizieren, was ebenfalls die gesamte 
Membran unter Spannung setzt (Setoguchi et al., 1997). In dieser Konfiguration lässt 
sich auch die Membrankapazität, ein Maß für die Membranfläche, mit einer Genauig-
keit bis zu 0,4 fF bestimmen (Neher und Marty, 1982). Membranintegrierte Polystyrol-
kügelchen dienen einerseits zur Bestimmung der Membrandehnung, andererseits zur 
Erzeugung von lokalen Membrandehnungen über Laserpinzetten (Sheetz und Dai, 
1996; Svoboda und Block, 1994). Eine weitere Möglichkeit, bei der im Gegensatz zu 
den oben erwähnten Methoden nicht nur Einzelzellen manipuliert werden, sondern 
viele Zellen gleichzeitig, ist von Vandenburgh und Kaufmann 1979 etabliert worden 
(Vandenburgh und Kaufman, 1979). Hierbei werden Zellen auf einer Silikonmembran 
kultiviert, die um 10 bis 20% gedehnt wird (Sadoshima et al., 1992), was bei adhären-
ten Zellen zu Membranspannungen führt. Die Arbeitsgruppe um Issei Komuro benutz-
ten diese Stimulation (Zou et al., 2004). 
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In der vorliegenden Arbeit sind vier verschiedene Stimulationen angewendet 
worden, die eine Membrandehnung der Zellen verursachen. Die Membrandehnung er-
folgte in der konventionellen Ganzzellkonfiguration 
1. durch eine vertikale Aufwärtsbewegung der Patchpipette,  
2. durch eine Druckapplikation über die Patchpipette und  
3. durch extrazelluläre Applikation von hypoosmolarer Lösung.  
Als vierte Stimulation wurde Sog über eine Patchpipette auf einen Membranfleck in 
einer zellfreien Konfiguration appliziert, wobei die Membraninnenseite von der Patch-
pipette abwies und die Öffnung der Patchpipette abgedichtet war. Dieser Stimulus 
dient zur paradigmatischen Klassifizierung mechanosensitiver Ionenkanäle. Die erste 
Stimulation wird hier als Zug bedingte, die zweite als Druck bedingte, die dritte als 
osmotisch bedingte und die vierte als Sog bedingte Membrandehnung bezeichnet 
(siehe Ergebnisse Abschnitte 3.2.3 und 3.2.4). Die osmotisch bedingte Membran-
dehnung wurde nicht nur eingesetzt bei Zellen, deren Zellmembran und Zytoplasma 
durch die konventionelle Ganzzellableitung geschädigt ist, sondern auch bei Zellen, die 
eine intakte Zellmembran besitzen und deren Zytoplasma kaum beeinflusst bzw. 
unbeeinflusst war (siehe Kapitel 3 Abschnitte 3.2.1 und 3.2.5). Da Zellmembranen eine 
begrenzte Dehnbarkeit aufweisen, die zwischen 6 und 8% der ursprünglichen 
Membranfläche liegt (Sackmann et al., 1973; Stoeckenius und Engelman, 1969), 
mussten insbesondere für die Ganzzellableitungen die Stimulationen so gewählt wer-
den, dass sich die erfolgten Membrandehnungen im elastischen Bereich befinden.  
Für die osmotisch bedingte Membrandehnung wurde eine hypoosmolare Lösung 
mit 250 mOsm kg-1 eingesetzt, was einen osmotischen Gradienten von 50 mOsm kg-1 
erzeugt im Vergleich zu Gradienten von 80 (Vriens et al., 2004) und 100 mOsm kg-1 
(Strotmann et al., 2000).  
Die Druck bedingte Membrandehnung erfolgte über Patchpipetten, die Pipetten-
öffnungen im Bereich von 1 µm aufweisen. Der applizierte Überdruck war im Bereich 
von 5 bis 10 cmH2O über dem Atmosphärendruck - das entspricht 3,7 bis 7,4 mmHg. 
Alle höheren Drücke führten unweigerlich zum sofortigen Verlust der Membranintegri-
tät. Ein ähnliches Druckverhalten zeigten die Membranen von Protoplasten (Wolfe und 
Steponkus, 1981) und Tonoplasten (Sutter et al., 2000). Damit wurde die Elastizitäts-
grenze von 230 mN m-1 für biologische Membranen (Wolfe und Steponkus, 1981) nicht 
überschritten, und da mechanosensitive Ionenkanäle bei einer Membranspannung von 
etwa 12 mN m-1 aktivieren (Orr et al., 2006), reichen die beiden oben beschriebenen 
Stimulationen völlig aus.  
Die Zug bedingte Membrandehnung, die durch eine vertikale Aufwärtsbewegung 
von 8 bis 10 µm einer 20° zur vertikalen Achse stehenden Patchpipette realisiert wur-
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de, führte zu einer lokalen Membrandehnung, deren Membranspannung schwierig 
abzuschätzen ist. Verglichen mit den beiden Stimulationen, die eine gleichmäßig über 
die gesamte Membran verteilte Membranspannung erzeugen, zeigte die lokal wirkende 
Membranspannung nur in 12% aller Einzelzellmessungen TRPC6-Kationenströme. 
Auch die Erfolgsrate bei der Zug bedingten Membrandehnung war mit einer von acht 
durchgeführten Einzelzellmessung ohne Membranriss gering. Anscheinend führen 
lokale Membranspannungen leichter zu einem Membranriss als eine gleichmäßig ver-
teilte Membranspannung.  
Alle drei Arten der Stimulation in der Ganzzellkonfiguration führten zu TRPC6-
Kationenströmen, doch bezüglich der Stromkinetik fanden sich Unterschiede. In einig-
en Fällen erzeugten Druck und Zug bedingte Membrandehnungen deutlich langsamere 
Stromkinetiken als bei osmotisch bedingten Membrandehnungen. Dieser Unterschied 
könnte sich mit dem zusätzlichen Wassereinstrom begründen, der bei den anderen 
beiden Membrandehnungen nicht vorhanden ist und der zusätzlich das seitliche Druck-
spannungsprofil der Membran stärker verändert.  
4.8 Fehlende Mechanosensitivität des TRPC6 
Während Gq-Protein-gekoppelte Rezeptoren und TRPC6-Kanal koexprimierende 
HEK293-Zellen in der Ganzzellkonfiguration durch osmotisch bedingte Membrandehn-
ungen aktiviert wurden, konnten bei alleiniger Expression des TRPC6-Kanals keine 
Kanalaktivierungen beobachtet werden. Experimente mit Hilfe der Sog bedingten Mem-
brandehnung, die der eindeutigen Charakterisierung von mechanosensitiven Kanälen 
dienen, bestätigten, dass es sich beim TRPC6 nicht um einen per se mechano-
sensitiven Kanal handelt. Diese Befunde stehen im Widerspruch zu einer kürzlich ver-
öffentlichten Arbeit, in der der TRPC6 als immanent mechanosensitiv charakterisiert 
wurde (Spassova et al., 2006a). Diese Diskrepanz lässt sich durch folgendes erklären:  
1. Bei Spassova et al. war der Schwellenwert des applizierten Druckes höher 
als 80 mmHg, um den TRPC6 zu aktivieren. Ein Vergleich zu dem potentiell 
mechanosensitiven TRPC1-Kanal zeigt, dass ein Druck zwischen 10 und 
20 mmHg zur halbmaximalen Kanalaktivierung ausreicht (Maroto et al., 
2005). Auch eukaryotische mechanosensitive Kaliumkanäle weisen eine 
halbmaximale Aktivierung bei 40 mmHg auf (Hamill, 2006; Martinac, 2004). 
Selbst der als Sicherheitsventil für extreme Drücke beschriebene pro-
karyotische MscL mit seiner großen Leitfähigkeit besitzt eine halbmaximale 
Aktivierung bei 80 mmHg (Levina et al., 1999). Somit erscheint ein Schwel-
lendruck von 80 mmHg exuberant, da im Allgemeinen Drücke von ca. 
4 mmHg (6 cmH2O) ausreichen (Sackin, 1995), um im physiologischen 
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Bereich mechanosensitive Ionenkanäle zu aktivieren. Zum Beispiel reichte 
in isolierten Gefäßmuskelzellen von Widerstandsgefäßen ein Druck von 
7 mmHg (10 cmH2O) aus, um dehnungsaktivierte Kationenströme hervorzu-
rufen (Setoguchi et al., 1997). Dieser Druck reichte in isolierten Membran-
flecken von TRPC6-exprimierenden HEK293-Zellen nicht zur TRPC6-Kanal-
aktivierung aus. Jedoch wurden dehnungsaktivierte Chloridkanäle unter 
diesen Bedingungen sofort aktiviert, was darauf hindeutet, dass bei dieser 
zellfreien Konfiguration der Stimulus adäquat ist. Ebenfalls konnten in 
diesen Membranflecken TRPC6-Kanalaktivierungen durch SAG hervor-
gerufen werden, was zeigt, dass dort TRPC6-Kanäle funktionell exprimiert 
waren. Des Weiteren führte eine Erhöhung des Druckes auf 51 mmHg 
(70 cmH2O) niemals zu instantanen Kanalaktivierungen, einem wichtigen 
Kriterium für mechanosensitive Ionenkanäle (Hamill, 2006). In 50% der Fälle 
kam es zu Kanalaktivierungen mit einer Latenzzeit von mindestens 20 
Sekunden, die im Vergleich zu den SAG-induzierten Kanalaktivierungen nur 
etwa ein Drittel so groß waren, was sicherlich nicht für ein typtisches 
mechanosensitives Verhalten spricht.  
2. Im Gegensatz zu den Experimenten in Kapitel 3 Abschnitt 3.2.4 konnte in 
der Arbeit von Spassova et al. (2006) der heterolog exprimierte TRPC6 
durch osmotisch bedingte Membrandehnung (240 mOsm kg-1) aktiviert 
werden. Osmotisch bedingte Membrandehnungen mit 150 mOsm kg-1 an 
RBL 2H3-Zellen (Dai et al., 1997) und an Schneckenneuronen (Dai et al., 
1998) verursachen Membranspannungen bis zu 0,4 mN m-1. Diese Dis-
krepanz könnte darauf beruhen, dass die von Spassova et al. verwendeten 
HEK293-Zellen eine hohe endogene Rezeptordichte aufwiesen.  
3. Die Sog bedingte Membrandehnung, die bei Spassova et al. zur Aktivierung 
von TRPC6-Kanälen erforderlich war, entspricht einer Membranspannung 
von 4 bis 5 mN m-1. In dieser Größenordnung dient dieser Stimulus nur 
noch zur Aktivierung von prokaryotischen MscL-Kanälen und gilt sogar als 
zelllytisch (Hamill, 2006). Des Weiteren bleibt unklar, warum bei Spassova 
et al. zur TRPC6-Kanalaktivierung in isolierten Membranflecken eine 40fach 
höhere Membranspannung erforderlich war im Vergleich zur osmotisch 
bedingten Membrandehnung.  
4. Außerdem ist es fraglich, ob die Mechanosensitivität des TRPC6-Kanals 
mittels des Tarantulapeptids GsMTx-4, das derzeit als spezifischer Blocker 
für mechanosensitive Ionenkanäle gilt, verifiziert werden kann, da sich 
bereits beschriebene mechanosensitive Kanäle wie MscKs und der TRPC1 
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nicht durch GsMTx-4 blockieren lassen (Hamill, 2006), so dass die 
Blockierbarkeit kein Entscheidungskriterium darstellen kann.  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der TRPC6-Kanal bei Spassova et al. 
erst bei nahezu lytischen Membranspannungen aktivierte, so dass die physiologische 
Relevanz dieses Phänomens daher fraglich erscheint. Abschließend kann festgestellt 
werden, dass sowohl transient TRPC6 exprimierende und Ponasteron-induzierbare, 
TRPC6 exprimierende HEK293-Zellen als auch endogen TRPC6 exprimierende A7r5-
Zellen nicht durch osmotisch bedingte Membrandehnungen aktivierbar waren. Dies 
steht im Einklang mit den Ergebnissen von Ryuji Inoue (Inoue et al., 2004). Erst Koex-
pressionen mit Gq-gekoppelten Rezeptoren verursachten eine mechanosensitive 
Kanalaktivierung, die über PLC vermittelt wurde.  
4.9 Agonistenunabhängige Aktivierungen von GPCRs 
Bis heute sind drei unabhängige Arbeiten veröffentlicht worden (Chachisvilis et al., 
2006; Makino et al., 2006; Zou et al., 2004), die zeigen, dass G-Protein-gekoppelte 
Rezeptoren unabhängig von einem Agonisten durch Membrandehnung direkt aktiviert 
werden können. Der erste G-Protein-gekoppelte Rezeptor, bei dem eine Mechano-
sensitivität beobachtet wurde, ist der Gq-gekoppelte AT1R (Zou et al., 2004). Im Unter-
schied zur vorliegenden Arbeit wurde hierbei die Phosphorylierung von „extracellular 
signal regulated“ Kinasen (ERKs) als Maß für die Rezeptoraktivierung bestimmt. Diese 
Phosphorylierungen befinden sich in der Signalkaskade distal zum Rezeptor, während 
sich die vorliegende Arbeit auf die proximale Signalkaskade fokussiert, um stärkere 
Evidenzen für die direkte Rezeptoraktivierung durch Membrandehnung zu erhalten. 
Dennoch können Zou et al. mit Hilfe eines selektiven inversen Agonisten den experi-
mentellen Beweis führen, dass der Rezeptor agonistenunabhängig, direkt membran-
dehnungsinduziert aktiviert, was auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konn-
te (siehe Kapitel 3 Abschnitt 3.2.9.3). Weitere wesentliche Unterschiede zu der vor-
liegenden Arbeit liegen in der Stimulationsdauer, die bei Zou et al. fünf bis acht 
Minuten im Gegensatz zu maximal einer Minute (siehe Kapitel 3 Abschnitt 3.2.9.3) 
betrug und in der Beobachtung des rezeptorvermittelten Effekts, die bei Zou et al. 
punktuell und nicht kontinuierlich war. Damit konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt 
werden, dass Membrandehnungen zu instantanen Rezeptoraktivierungen führen. Unter 
den gleichen experimentellen Bedingungen wie beim AT1R konnte eine mechanische 
Aktivierbarkeit der ETAR von Zou et al. ausgeschlossen werden, obwohl patho-
physiologische Indizien für ihre Mechanosensitvität vorlagen (Yamazaki et al., 1996). 
Im Gegensatz dazu zeigt die vorliegende Arbeit (siehe Kapitel 3 Abschnitt 3.2.9.1), 
dass heterolog überexprimierte ETA-Rezeptoren mechanosensitiv sind, was folglich die 
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Mechanosensitivität als exklusive Eigenschaft des AT1Rs entkräftet. Darüber hinaus 
stellte sich bei den Überexpressionsexperimenten heraus, dass weitere Gq-gekoppelte 
Rezeptoren das Potential besitzen, mechanosensitiv zu wirken wie ein dritter peptid-
ischer Rezeptor, V1AR, und zwei weitere Transmitter-gesteuerte Rezeptoren, H1R und 
M5R. Vermutlich können viele Gq-gekoppelte Rezeptoren als Mechanosensoren fungie-
ren, wenn sie stark genug funktionell exprimiert werden. 
Die fehlende Mechanosensitivität des überexprimierten Gs-gekoppelten β2-
adrenergen Rezeptors von Zou et al., die mittels radioaktiv-biochemischer cAMP-Be-
stimmung ermittelt wurde, konnte bestätigt werden (Mederos & Storch et al., 2008, 
unter Revision). Ob prinzipiell alle Gs-gekoppelten Rezeptoren nicht mechanosensitiv 
sind, könnte ein interessanter Forschungsgegenstand sein. 
Mittels eines intramolekularen Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfers (FRET) am 
Gq-gekoppelten, heterolog exprimierten Bradykinin B2-Rezeptor, konnte festgestellt 
werden, dass sowohl osmotisch bedingte Membrandehnungen als auch Scherkräfte 
ähnliche Rezeptorkonformationsänderungen hervorrufen wie Agonisten (Chachisvilis et 
al., 2006). Eine physiologische Relevanz dieses Befundes ist allerdings zurzeit noch 
unklar, da nicht gezeigt wurde, dass die beobachteten Rezeptorkonformationsände-
rungen auch zu einer G-Proteinaktivierung führen.  
Eine weitere intramolekulare FRET-Untersuchung am Gi-gekoppelten Formyl-
peptid-Rezeptor in Leukozyten zeigt eine Abnahme der konstitutiven Rezeptoraktivität 
durch Scherkräfte (Makino et al., 2006), was ebenfalls auf eine Mechanosensitivität 
dieses Rezeptors hinweist. Zurzeit ist die Wirkung der Membrandehnung auf Gi-gekop-
pelte Rezeptoren noch nicht untersucht. Hier stellt der adrenerge α2-Rezeptor die inte-
ressanteste Zielstruktur dar.  
Darüber hinaus wurde kürzlich am Beispiel des muskarinischen M2-Rezptors ge-
zeigt, dass G-Protein-gekoppelte Rezeptoren nicht nur Sensoren für chemische 
Signale und für mechanische Kräfte darstellen, sondern dass sie auch Transmembran-
potentialsänderungen perzipieren (Ben-Chaim et al., 2006). Membrandepolarisationen 
führten hierbei zu einer Erhöhung der Agonistenbindungsaffinität, die sich im Effektor-
system physiologisch bemerkbar machte. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren neben der klassischen Agonistenbindung auch andere 
Reize perzipieren können. Diese Reize können agonistenunabhängig oder gemeinsam 
mit dem Agonisten modulatorisch wirken. 
Diskussion  95 
4.10 Folgen der Rezeptorkonformationsänderung durch 
Membrandehnung 
4.10.1 β-Arrestinrekrutierung 
Unter basalen Bedingungen in Abwesenheit von Agonisten liegen viele Rezeptoren in 
einem thermodynamischen Gleichgewicht in zwei Konformationszuständen vor, dem 
aktiven und dem inaktiven (Lefkowitz et al., 1993; Leurs et al., 1998). Um die Folgen 
der aktiven Konformationszustände nachzuweisen, kann die Technik des Bio-
luminiszenz-Resonanz-Energietransfers (BRET) herangezogen werden, mit der 
Proteininteraktionen nachgewiesen werden können. Die Aktivierung von GPCRs führt 
zur Aktivierung und Dissoziation von G-Proteinen. Die βγ-Untereinheiten aktivieren G-
Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen, die den C-Terminus der Rezeptoren phosphory-
lieren, was eine notwendige Vorraussetzung für eine β-Arrestin-Bindung darstellt. 
Durch diese β-Arrestin-Rekrutierung werden die Rezeptoren vollständig desensitisiert. 
Darüber hinaus können von β-Arrestin weitere Signalwege wie z.B. ERKs angeschaltet 
werden.  
Um die Rekrutierung von β-Arrestin zu messen, wurde ein AT1-Rezeptor, der C-
terminal mit dem stabilen YFP (Venus) fusioniert war, mit einem Luciferase-
gekoppelten β-Arrestin (luc-β-Arrestin) koexprimiert. In Anwesenheit des Substrates 
Coelenteracin H für die Luciferase kann es nach Rezeptoraktivierung zu einer β-
Arrestin-Rekrutierung kommen. Bei einer Annäherung des luc-β-Arrestins an den 
AT1R-Venus auf weniger als 10 nm kommt es dabei zu einer strahlenlosen Energie-
übertragung von der Luciferase auf das Venus-Fluorochrom, was eine gradierte Bio-
luminiszenz hervorruft.  
Sowohl osmotisch bedingte Membrandehnung als auch Agonistenstimulation mit 
Angiotensin II führten bei AT1R-Venus und luc-β-Arrestin koexprimierenden COS-7-
Zellen zu gleich großen BRET-Effizienzen mit ähnlicher Kinetik (Abbildung 4.1), was 
darauf hindeutet, dass beide Stimulationen die Rezeptoren in ihre aktive Rezeptor-
konformation überführen, die β-Arrestin binden kann. Der inverse Agonist Losartan 
verhinderte in beiden Fällen die β-Arrestin-Rekrutierung, indem er das thermodyna-
mische Gleichgewicht in Richtung des inaktiven Rezeptorzustands verschob. Das be-
deutet, dass sowohl bei Agonisten als auch bei Membrandehnungen aktive Rezeptor-
konformationen angenommen werden, die zu einer ähnlichen, konsekutiven Rezeptor-
desentisierung durch β-Arrestin-Rekrutierung führen.  
 
 









Abbildung 4.1: Membrandehnung führt zur β-Arrestin-Rekrutierung. Messungen der BRET-Signale 
von hAT1R-Veuns und luc-β-Arrestin koexprimierenden COS-7-Zellen. Die linke Abbildung zeigt Bio-
luminiszenz-Zeitverläufe während der Applikation von 100 nM Angiotensin II (grau), von hypoosmolarer 
Lösung mit 273 mOsm kg-1 (schwarz) und von isosmolarer Lösung mit 300 mOsm kg-1 (hellgrau). Rechts 
sind die BRET-Signale nach 30 Minuten mit isosmolarer Lösung (basal), mit Angiotensin II (AII), mit hypo-
osmolarer Lösung (hypo) und in Anwesenheit von 1 µM Losartan (+losa) dargestellt (Mederos & Storch et 
al., 2008, unter Revision). 
4.10.2 Myogener Gefäßtonus 
Um einen direkten Beweis für die physiologische Relevanz der Mechanosensitivität von 
vasokonstriktorischen Rezeptoren zu erhalten, wurde der myogene Gefäßtonus in iso-
lierten Gehirnarterien von Ratten untersucht. Hierbei stellte sich heraus, dass der inver-
se AT1R Agonist Losartan die myogene Vasokonstriktion reversibel und wiederholbar 
verringern konnte.  
Um die Frage zu klären, ob es sich bei der druckinduzierten AT1R-Aktivierung um 
eine agonistenunabhängige Aktivierung handelt oder ob endogen produziertes Angio-
tensin II dafür verantwortlich ist, wurde der „angiotensin converting enzyme“ (ACE)-
Hemmer Captopril in maximaler Hemmkonzentration eingesetzt. Die Angiotensin II-
Bildung in Ratten wird im Gegensatz zu Menschen und anderen Spezies nur durch 
ACE im Gefäßendothel vermittelt (Jin et al., 2000; Miyazaki und Takai, 2001). In den 
meisten Spezies wird Angiotensin II auch durch andere Enzyme gebildet. Zum einen 
kann die Chymase in Mastzellen Angiotensin II bilden, das dann vesikulär gespeichert 
vorliegt und zum Beispiel bei einer verletzten Gefäßwand durch Degranulation frei-
gesetzt wird. Zum anderen kann die Cathepsin G-Protease in neutrophilen Granulo-
zyten Angiotensin II bilden (Klickstein et al., 1982). Auch die Protease Tonin, die in 
Astrozyten und Speicheldrüsen vorkommt, besitzt die Fähigkeit, Angiotensin II zu bil-
den (Araujo et al., 2002). Da die eingesetzten Gehirnarterien frei von Gehirngewebe 
und Blutplasma waren, spielen diese Proteasen kaum eine Rolle. Die ACE-Hemmung 
durch Captopril beeinflusste die experimentell beobachtete losartaninduzierte Gefäß-
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dilatation nicht, d. h. eine mögliche auto- und parakrine Angiotensin II-Produktion in 
den untersuchten Gefäßabschnitten hatte hier keine Auswirkung auf die Regulation 
des myogenen Gefäßtonus.  
Ein weiteres Argument gegen signifikant produziertes Angiotensin II stellt die 
Beobachtung dar, dass es während der langen Messzeit bis zu drei Stunden nie zu 
einer Abnahme der druckinduzierten Vasokonstriktion kam, die bei einem Verbrauch 
des vesikulär gespeicherten Angiotensin II zu erwarten wäre. Darüber hinaus konnte in 
den konditionierten Badlösungen, die die Gefäßabschnitte superfundierten, kein Angio-
tensin II über der Nachweisgrenze von 1 pg/ml (entspricht 300 fMol) nachgewiesen 
werden (Mederos & Storch et al., 2008, unter Revision). 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die druckinduzierte, agonisten-
unabhängige Aktivierung von AT1R in Gefäßmuskelzellen die myogene Vasokonstrik-
tion vermittelt. Darüber hinaus muss bemerkt werden, dass etwa 50% der myogenen 
Vasokonstriktion AT1R-vermittelt waren. Die restliche Vasokonstriktion könnte durch 
wietere vasokonstriktorisch wirkende, mechanosensitive Gq/11-Protein-gekoppelte Re-
zeptoren in der glatten Gefäßmuskulatur, wie z.B. ETAR und H1R, hervorgerufen wer-
den. 
Ein möglicher Prozessablauf zur myogenen Gefäßkonstriktion über Gq/11-Protein-
gekoppelte Rezeptoren als Mechanosensoren ist in Abbildung 5.2 dargestellt. Die 
Druck induzierte, agonistenunabhängige Rezeptoraktivierung stellt den ersten Schritt in 
der Signalkaskade dar. Diese Rezeptoraktivierung leitet eine G-Protein- und PLC-
abhängige Signaltransduktionskaskade ein, die zu einer Aktivierung von TRPC-Kanäl-
en führen kann. Diese Kanalaktivierungen verursachen eine Membrandepolarisation, 
wodurch spannungsgesteuerte Calciumkanäle geöffnet werden, die einen massiven 
Calciumeinstrom in die Zelle bewirken. Die erhöhte Konzentration an freien zytoso-
lischen Calciumionen aktiviert verstärkt den Kontraktionsapparat der glatten Gefäß-
muskelzellen, was in einer Gefäßkonstriktion endet. 





Mechanische Aktivierung von 
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Abbildung 5.2: Potentieller Signalweg zur myogenen Gefäßkonstriktion. Vasokonstriktorische Gq/11-
Protein-gekoppelte Rezeptoren perzepieren den intravaskulären Druckanstieg und dienen somit als 
Mechanosensoren. Eine agonistenunabhängige, druckinduzierte Rezeptoraktivierung bewirkt eine G-
Protein- und PLC-vermittelte Aktivierung von TRPC-Kanälen, wodurch eine Membrandepolarisation verur-
sacht wird, die zur Öffnung von spannungsgesteuerten Calciumkanälen führt. Der massive Calciumein-
strom erhöht die freie zytosolische Calciumkonzentration und aktiviert somit die Kontraktionsmaschinerie 
der glatten Muskelzellen, was sich als Vasokonstriktion terminiert. Die in der vorliegenden Arbeit analysier-
ten Schritte sind in der Signalkaskade grau hinterlegt. 
4.11 Rezeptordichte 
Aufgrund der physiologischen Befunde an den Gehirnarterien, dem Nierenarterien-
system (Mederos & Storch et al., 2008, unter Revision), den aus Nieren kultivierten 
glatten Gefäßmuskelzellen und der Aortenzelllinie A7r5 scheinen AT1-Rezeptoren 
elementare Bestandteile des Vasokonstriktionsapparats im Gefäßystem zu sein. Da die 
beobachtete mechanosensitve Wirkung des AT1R von seiner Rezeptordichte abhängt 
(siehe Kapitel 3 Abschnitt 3.2.11), wurden an transfizierten A7r5-Zellen und an 
transfizierten HEK293-Zellen radioaktive Bindungsstudien durchgeführt, die verglichen 
wurden mit untransfizierten Zellen.  
Die Bindungsstudien an A7r5-Zellen wiesen AT1-Rezeptordichten von 88 fmol/mg 
bei nicht transfizierten A7r5-Zellen auf, die für die gewählte osmotisch bedingte 
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Membrandehnung unempfänglich waren. Hingegen besaß eine mechanosensitive 
AT1R überexprimierende A7r5-Zelllinie eine 15fach höhere AT1-Rezeptordichte von 
1305 fmol/mg.  
Um die Frage zu beantworten, welche genaue Rezeptordichte für eine Mechano-
sensitivität erforderlich ist, wurde eine Korrelation zwischen Rezeptoraktivität und Re-
zeptordichte hergestellt, indem auf Einzelzellniveau die Rezeptoraktivierung mit Hilfe 
von Calciummessungen bestimmt wurde (siehe Kapitel 3 Abschnitt 3.2.11). Dazu wur-
den verschieden stark AT1R-Venus exprimierende HEK293-Zellen verwendet, deren 
Fluoreszenz ein Maß für die Rezeptordichte darstellt. Bereits bei einer Rezeptordichte 
von 600 fmol/mg kam es zu membrandehnungsinduzierten Rezeptoraktivierungen und 
bei einer Rezeptordichte von 1900 fmol/mg wurden maximale Rezeptoraktivierungen 
erreicht. Das bedeutet zum einen, dass die verwendeten Expressionsvektormengen 
der Rezeptoren bei allen Untersuchungen nahezu Maximaleffekte verursachen und 
zum anderen, dass die kritische Rezeptordichte zwischen 88 und 600 fmol/mg liegen 
muss. Zudem wiesen die Vasopressinrezeptoren, die in beiden A7r5-Zelllinien nicht 
mechanosensitiv waren, Rezeptordichten von ca. 118 fmol/mg auf (Mederos & Storch 
et al. 2008, unter Revision). Da überexprimierte V1-Rezeptoren in HEK293-Zellen 
jedoch mechanosensitiv wirkten, deutet das Ergebnis in A7r5-Zellen darauf hin, dass 
die kritische Rezeptordichte somit zwischen 118 und 600 fmol/mg liegen muss.  
Bindungsstudien an frisch isolierten Gefäßen von Ratten bestätigten diese Ein-
grenzung der kritischen Rezeptordichte, denn myogene afferente Arteriolen besaßen 
eine AT1-Rezeptordichte von ca. 200 fmol/mg (Ruan et al., 1997) und nicht myogene 
Aorten wiesen eine fast 40fach niedrigere Rezeptordichte von ca. 5 fmol/mg auf 
(Nickenig et al., 1998). Ebenfalls besaß die humane Aorta eine AT1-Rezeptordichte 
von ca. 5 fmol/mg (Viswanathan et al., 2000), während die humane A. cerebelli media 
eine ca. 15fach erhöhte AT1-Rezeptordichte aufwies (ca. 75 fmol/mg), was aber deut-
lich unter dem kritischen Grenzbereich liegt. Vermutlich sind die deutlich größeren, 
humanen Aa. cerebelli mediae nicht myogen und besitzen eher eine Leitungs- und Ver-
teilungsfunktion im Blutgefäßsystem des Gehirns. Aber die eindeutig myogenen, glo-
merulären Arteriolen besaßen beim Menschen AT1-Rezeptordichten von ca. 
140 fmol/mg (Viswanathan et al., 2000), was genau in dem oben diskutierten Grenz-
bereich liegt. Zudem erwiesen sich kultivierte glatte Muskelzellen aus Nierenarteriolen 
als AT1R-vermittelt mechanosensitiv (siehe Kapitel 3 Abschnitt 3.2.12), was darauf 
hindeutet, dass die endogene AT1R-Expression hinreichend groß war und die funktio-
nelle Bedeutung der Rezeptordichte untermauert. 
Abgesehen von dem kritischen Einfluss der Rezeptordichte bei der Perzeption und 
Transduktion der Membrandehnung könnten die distalen Effektoren einen Einfluss auf 
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die Mechanotransduktion ausüben. Hierzu wurde die Expression des TRPC6-Kanals, 
der in der Mechanotransduktion möglicherweise eine Vermittlerrolle spielt, untersucht. 
Dazu wurde die Anzahl der endogenen TRPC6-Kanäle pro Zelle in A7r5-Zelllinien und 
der heterolog exprimierten TRPC6-Kanäle in transfizierten HEK293-Zellen bestimmt. 
Es stellte sich heraus, dass sich die Anzahl der TRPC6-Kanäle pro Zelle mit 360 bei 
A7r5- und mit 470 bei HEK293-Zellen nicht signifikant unterschied, was zeigt, dass sich 
endogene und exogene TRPC6-Kanalexpressionen in der gleichen Größenordnung 
befanden und dass es sich bei den beobachteten rezeptorvermittelten Effekten nicht 
um Artefakte durch massive Kanalüberexpressionen handelt. Zusammenfassend lässt 
sich sagen, dass die Expressionsdichte von vasokonstriktorischen Gq/11-Protein-gekop-
pelten Rezeptoren vermutlich der entscheidende Faktor für die Mechanosensitivität der 
Gefäßmuskelzellen ist. 
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5 Zusammenfassung 
Um die funktionelle Rolle der TRPC6-Kanäle in der glatten Gefäßmuskulatur zu analy-
sieren, wurde eine TRPC6-gendefiziente Mauslinie herangezogen. Die Ausschaltung 
des TRPC6-Gens verursachte in isolierten Gehirnarterien eine erhöhte Sensitivität ge-
genüber intravaskulären Drücken, was sich in einer bei niedrigeren Drücken einsetzen-
den myogenen Gefäßkonstriktion äußerte. Auf Einzellzellebene wiesen elektrophysio-
logische Ganzzelluntersuchungen an frisch isolierten glatten TRPC6-/--Muskelzellen 
aus Gehirnarterien signifikant höhere basale Ausgangsstromdichten auf. Ebenso 
konnten erhöhte DAG-Analoga induzierte Stromdichten im Vergleich zu Wildtypzellen 
beobachtet werden. Darüber hinaus war das Membranpotential in TRPC6-/--Zellen 
deutlich stärker depolarisiert, was eine erhöhte Erregbarkeit widerspiegelt. Der erhöhte 
Tonus der glatten Gefäßmuskulatur und die höheren Stromdichten einzelner Gefäß-
muskelzellen von TRPC6-/--Mäusen konnten sich durch eine kompensatorische Gen-
expression von TRPC3 erklären lassen und bestätigten die distinktive Rolle der 
TRPC6-Kanalproteine in der Gefäßmuskulatur. Um die bisher unbekannten Mechano-
sensoren in der Signalkaskade der myogenen Gefäßkonstriktion zu identifizieren, wur-
den zunächst TRPC6-Kanäle hinsichtlich ihrer Mechanosensitivität untersucht. Osmo-
tisch und Sog bedingte Membrandehnungen führten jedoch nicht zu instantanen 
TRPC6-Kanalaktivierungen, so dass der TRPC6 nicht als mechanosensitiver Kationen-
kanal gelten kann. Stattdessen konnten Gq/11-Protein-gekoppelte Rezeptoren als 
Mechanosensoren in glatten Gefäßmuskelzellen identifiziert werden. Diese Rezeptoren 
setzen die klassische Signaltransduktionskaskade in Gang, die zu einer PLC-abhäng-
igen Aktivierung der DAG-sensitiven Kanalfamilie TRPC3, -6 und -7 führt. Diese Kanä-
le verursachen eine Membrandepolarisation und triggern damit die spannungsgesteu-
erten L-Typ Calciumkanäle (Cav). Die Erhöhung der Offenwahrscheinlichkeit der Cav-
Kanäle bewirkt einen massiven Calciumeinstrom in die Zelle, wodurch die Kon-
traktionsmaschinerie der glatten Muskelzellen in Gang gesetzt wird und in einer myo-
genen Gefäßkonstriktion resultiert. Sowohl osmotisch bedingte, als auch Druck und 
Zug bedingte Membrandehnungen bewirkten agonistenunabhängige Rezeptoraktivie-
rungen. Die ausgelöste Signalkaskade konnte auf den Ebenen der Phospholipasen C 
und der G-Proteine gehemmt werden. Darüber hinaus konnten selektive Antagonisten 
und inverse Agonisten die membrandehnungsinduzierten Effekte fast vollständig unter-
drücken. Membrandehnungen verursachten aktive Rezeptorkonformationen, die in 
einer ähnlichen, konsekutiven Rezeptordesensitisierung durch β-Arrestin-Rekrutierung 
endeten wie nach Agonistenstimulationen. Heterologe Überexpressionen von Angio-
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tensin II AT1-Rezeptoren (AT1Rs) in der nicht mechanosensitiven A7r5-Rattenaorten-
zelllinie verursachten eine deutliche Mechanosensitivität dieser Zellen, was darauf hin-
deutet, dass die Rezeptordichte für die Mechanosensorik eine entscheidende Rolle 
spielt. Isolierte glatte Muskelzellen aus Nierenarteriolen, die einen ausgeprägten myo-
genen Gefäßtonus aufweisen, besaßen eine ausreichend hohe endogene AT1-Rezep-
tordichte, denn osmotisch bedingte Membrandehnungen führten zu intrazellulären 
Calciumanstiegen, die durch den inversen Agonisten Losartan unterdrückbar waren. 
Ebenfalls konnte der myogene Gefäßtonus in isolierten Gehirnarterien von Ratten 
durch Losartan in Abwesenheit von endogen produziertem Angiotensin II deutlich ver-
mindert werden. Abschließend lässt sich sagen, dass Gq/11-Protein-gekoppelte Rezep-
toren in der Gefäßmuskulatur eine agonistenunabhängige Funktion als Mechanosen-
soren ausüben können. 
 
Summary 
To investigate the functional role of TRPC6 channels in vascular smooth muscle cells, 
TRPC6 gene-deficient (TRPC6-/-) mice were used. In cerebral arteries disruption of the 
TRPC6 gene caused an enhanced responsiveness to intravascular pressure with the 
onset of myogenic vasoconstriction at lower pressures. Electrophysiological whole-cell 
measurements from freshly-isolated TRPC6-/- cerebral arteries smooth muscle cells 
revealed an increase in basal current densities compared to wildtype. Furthermore, 
currents activated by DAG analogs were larger in TRPC6-/- mice. In addition, the 
membrane potential of TRPC6-/- smooth muscle cells was more depolarized, 
suggesting that voltage-gated calcium channels are more likely to be activated. The 
increases in vascular tone and in current densities in TRPC6-/- mice might be due to the 
compensatory gene expression of TRPC3. The data on TRPC6-/- mice provide 
evidence that TRPC6-channel proteins play a distinctive role in the control of vascular 
smooth muscle tone. Since the nature of the mechanosensors in the signalling cascade 
leading to myogenic vasoconstriction are still elusive, the mechanosensitivity of 
individual steps in the signalling cascade was examined. As a first step, the 
mechanosensitivity of TRPC6 was tested. Neither suction-induced nor osmotically-
induced membrane stretch caused the rapid activation of TRPC6 which would be 
expected for a mechanosensitive channel. Instead, Gq/11 protein-coupled receptors 
were identified as the mechanosensors in vascular smooth muscle cells. These 
receptors initiate the classical signalling cascade leading to a PLC-dependent 
activation of the DAG-sensitive TRPC3/6/7-channel family. Subsequent membrane 
depolarisation activates voltage-gated L-type calcium channels, which are the decisive 
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components for myogenic vasoconstriction. Osmotically-induced membrane stretch, as 
well as direct membrane stretch either by applying a positive pipette pressure or by 
vertically shifting the patch pipette, caused agonist-independent receptor activation. 
The following signalling cascade could be blocked at the levels of the G protein und the 
PLC. Furthermore, specific receptor antagonists and inverse agonists suppressed 
mechanically-induced receptor activation. Membrane stretch induced active receptor 
conformations like those that occur upon agonist stimulation which resulted in G protein 
coupling and receptor desensitisation by the recruitment of β-arrestin. Additional 
overexpression of Angiotensin II AT1 receptors (AT1R) in mechanically-unresponsive 
A7r5 cells from rat aorta conferred mechanosensitivity on the cells, indicating that this 
property depends on the receptor density. Isolated smooth muscle cells from myogenic 
renal arterioles had a high endogenous density of the AT1R sufficient for receptor 
activation in response to osmotically-induced membrane stretch. Receptor activation 
was profoundly diminished by the inverse agonist losartan. Likewise, in rat cerebral 
arteries myogenic tone was strongly decreased by losartan in the absence of 
endogenously-produced Angiotensin II. These findings suggest that Gq/11-coupled 
receptors function agonist-independently as mechanosensors in vascular smooth 
muscle cells. 
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